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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia das infecgbes pulpar e/ou
periodontal associadas com a diabetes na andlise hematoldgica por hemograma,
creatinina, triglicérides e colesterol. Foram utilizados 80 ratos machos da linhagem
Wistar (Rattus norvegicus albinus, Wistar) divididos em 8 grupos de 10 animais: G1
— ratos controle (normoglicémicos); G2 — ratos com infeccéo pulpar; G3 — ratos com
infeccdo periodontal; G4 — ratos com infeccdo pulpar e periodontal; G5 — ratos
diabéticos; G6 — ratos diabéticos com infec¢do pulpar; G7 — ratos diabéticos com
infeccdo periodontal; G8 — ratos diabéticos com infeccao pulpar e periodontal. A
diabetes foi induzida por meio de uma aplicacdo de estreptozotocina via veia
peniana. A infeccdo pulpar foi induzida por meio da exposicédo pulpar do primeiro
molar superior direito ao meio oral. A infeccdo periodontal foi induzida por meio da
confeccdo de uma amarria junto ao colo dentario do segundo molar superior
esquerdo. Apos 30 dias, os animais foram sedados e por meio de uma puncao
cardiaca foi coletado 5ml de sangue para as andlises de hemograma, creatinina,
triglicérides e colesterol. Os resultados mostraram aumento no volume corpuscular
médio das hemécias para ratos diabéticos, aumento na contagem de leucécitos,
principalmente neutrofilos e linfocitos, aumento nos niveis séricos de creatinina e
aumento nos niveis de triglicérides para os ratos diabéticos com as infec¢bes orais
induzidas. Fica demonstrado que a infeccdo pulpar e periodontal associadas sao
capazes de alterar os parametros sanguineos de ratos diabéticos, como volume

corpuscular médio, leucdcitos, neutrdfilos, linfocitos, creatinina e triglicérides.

Palavras-Chave:

Diabetes; infeccéo pulpar, infeccéo periodontal.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the influence of pulpal and/or periodontal
infections associated with diabetes in hematological analysis for blood count,
creatinine, triglycerides and cholesterol. We used 80 male Wistar rats (Rattus
norvegicus Albinus, Wistar) that were divided into 8 groups of 10 animals: G1 -
control rats (normoglycemic); G2 — rats with pulpal disease, G3 - rats with periodontal
disease; G4 — rats with pulpal and periodontal disease; G5 - diabetic rats; G6 -
diabetic rats with pulpal disease; G7 - diabetic rats with periodontal disease; G8 -
diabetic rats with pulpal and periodontal disease. Diabetes was induced by
application of streptozotocin in penile vein. The pulpal infection was induced by
dental pulp exposure of the upper right first molar to the oral environment. The
periodontal infection was induced by a ligature around the neck of the upper left
second molar. After 30 days, the animals were sedated and 5ml of blood was
collected by cardiac puncture for blood count, creatinine, triglycerides and cholesterol
analyzes. The results showed an increase in mean corpuscular volume of red blood
cells in diabetic rats, increased leukocyte counts, especially neutrophils and
lymphocytes, serum creatinine and triglyceride levels in diabetic rats with induced
oral infections. It is demonstrated that the association of the pulpal and periodontal
infections with diabetes can alter blood parameters of rats, as mean corpuscular

volume, leukocytes, neutrophils, lymphocytes, creatinine and triglycerides.

Keywords:

Diabetes, pulpal infections, periodontal infections.
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1. INTRODUCAO

A diabetes mellitus é uma doenca metabdlica que ocorre devido a
distUrbios na producao ou resisténcia a insulina, resultando no metabolismo anormal
de gordura, aclcar e proteina que conduz ao estado hiperglicémico (American
Diabetes Association, 2010). Em 2011 havia cerca de 366 milhdes de diabéticos no
mundo todo e estima-se que esse numero aumente para 552 milhdes de diabéticos
até 2030 (Whiting et al. 2011). O Brasil ocupa sexto lugar no ranking mundial com

cerca de 5 milhdes de diabéticos (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2011).

Diabetes mellitus é uma doenca crbnica com sérias consequéncias
debilitantes ao longo de sua evolucéo e até o momento sem cura. Tradicionalmente,
as complicacbes da diabetes tém sido atribuidas ao estado hiperglicémico, que com
o tempo, resultam na glicosilacdo da estrutura das proteinas e lipideos,
comprometendo a matriz extracelular e o tecido conjuntivo, bem como os tecidos
vasculares. Estas mudancas estruturais resultam numa funcéo capilar alterada e
pobre profusédo sanguinea engatilhando um processo inflamatoério sistémico. Quando
ndo controlada a diabetes pode contribuir para 0 aumento na suscetibilidade a
infeccdo e inflamagcdo como aquelas que ocorrem na doenca periodontal ou
endododntica (Fouad, 2003, Deshpande et al., 2010; Lakschevitz et al.,, 2011;

Preshaw et al., 2012).

Particularmente, a doencga periodontal € uma das complicagbes mais
prevalentes no paciente diabético (Awuti et al., 2012). Nestes pacientes o risco de
desenvolvimento de doenca periodontal é trés vezes maior, sem relagdo com idade,
sexo ou higiene oral (Emrich et al., 1991). Percebe-se também o aumento da
severidade da doenca periodontal crénica, de abscessos periodontais e da
predisposicao as infeccbes (Preshaw et al., 20112). A ativagdo da inflamagé&o resulta
na elevagdo da proteina C-reativa no desenvolvimento da fase aguda da periodontite
(Tan et al. 2004). A via contraria, ou seja, o fato da infeccéo periodontal ser capaz de
exacerbar a condicéo diabética, também é outra questdo explorada (Lakschevitz et
al., 2011). Estudos mostraram que pacientes diabéticos tem uma tendéncia a
correlacdo com o grau de controle glicémico, sugerindo que a doenca periodontal

pode contribuir para o desbalanceamento metabdlico e resultar em intolerancia a
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insulina em pacientes diabéticos tipo 2 (King et al, 2003; Tan et al, 2004; Streja et
al., 2003).

A infeccdo endodontica, que também € muito prevalente na populacdo em
geral, é causada por fatores microbianos muito semelhantes aqueles observados
nas doencas periodontais (Fouad, 2003). Entretanto, diferente das doencas
periodontais, a relacdo da infeccdo endodbntica com a diabetes ndo tem sido
explorada na mesma magnitude. Sabe-se que os pacientes diabéticos submetidos
ao tratamento endoddntico tém maior perda dentaria decorrente de insucesso, fato
gue indica a deficiente resposta do organismo frente as infec¢des (Fouad & Burleson
2003; Mindiola et al., 2006; Lopez-Lopez et al., 2011; Wang et al., 2011; Ng et al.,
2011).

A literatura atual apresenta alguns artigos que mencionam as infecgcoes
endoddnticas com um carater mais agressivo e destrutivo em pacientes diabéticos.
Experimentalmente percebeu-se que ratos diabéticos sdo mais significativamente
afetados por problemas de origem endodéntica e apresentaram lesdes periapicais
maiores quando comparado a ratos normoglicémicos. Acredita-se que as
circunstancias metabdlicas produzidas pelo diabetes tipo 2 realca o desenvolvimento
das lesdes periapicais em ratos (Armada-Dias et al., 2006; Catanzaro et al., 2006;
Iwama et al., 2006), no entanto, sua progressdo e associa¢cdo com outras condic¢oes,

além do seu impacto na condi¢éo sistémica, ndo tém sido muito estudada.

Diante desta provavel influéncia que as inflamacdes locais podem ter na
dosagem glicémica, uma preocupacdo surge quanto ao perfil do processo
inflamatorio e infeccioso tanto de origem pulpar quanto periodontal. Neste sentido,
sabe-se que a hiperglicemia correlaciona-se com a intensidade do processo
inflamatoério (Amir et al., 2011). Portanto é de fundamental importancia estabelecer
parametros para comparacao entre a condicdo glicémica do animal e o perfil da

inflamacéo local.

O hemograma por ser um exame de sangue que permite a avaliacdo da
série vermelha, série branca e plaquetas, tanto quantitativamente quanto
gualitativamente, pode facilitar o diagnostico de doencas, resposta do individuo a
infecc@o e até mesmo a progressdo de um tratamento (Gkrania-Klotsas et al., 2010;
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Odagiri et al., 2011). Os leucdcitos participam na defesa contra os patdégenos, sendo
os neutrdfilos as células mais abundantes, constituindo entre 50-70% dos leucécitos,
e seu numero aumentado € comumente observado nas infec¢des bacterianas, como
as observadas nas lesGes endodénticas e periodontais (Carneiro et al., 2012; Ma et
al., 2011).

A analise por hemograma é comumente utilizada em modelo animal,
particularmente no rato, por possibilitar a padronizacdo dos espécimes e ser
representativa para a correlacdo com estudos em humanos (Azeez et al.,, 2010;
Lopez et al., 2011).

Recentemente, analises por hemograma sanguineo detectaram a
presenca de quadros de leucopenia ou trombocitose em ratos portadores de
diabetes (Azeez et al., 2010; Saba et al., 2010). Também foi observada correlacéo
positiva entre o volume médio de plaquetas e a microalbuminuria (Untubol et al.,
2011) e entre o controle glicEmico e o aumento da atividade plaquetaria em
pacientes com diabetes (Demirtunc et al., 2009). Outro estudo tentou correlacionar a
doenca periodontal com altera¢cdes do conteudo sanguineo, e apesar de se observar
diferenca nos niveis de hemoglobina e na contagem de hemacias, apenas o numero
de leucdcitos foi elevado de forma significativa no grupo com periodontite (Zilinskas
et al., 2011ab). Alteracbes na quantidade de plaquetas e de eosinofilos também ja
foram observadas em pacientes com periodontite (L6pez et al., 2011). Assim, faz-se
necessario um estudo para averiguar se as infeccdes pulpar e/ou periodontal podem
influenciar em alguns dos parametros observados no hemograma, e ainda, podendo

ser moduladas pela presenca da diabetes.

Outra complicacéo para os pacientes diabéticos € a disfuncéo renal (Baig
et al., 2011). A diabetes mellitus € uma das principais causas do desenvolvimento da
insuficiéncia renal crénica, observada em 29% do total de pacientes (Morsch et al.,
2005). O excesso de glicose no sangue passa a ser eliminado na urina (glicosuria),
juntamente com proteinas (proteindria), sendo considerados indicadores para
diabetes. Para eliminar o excesso de glicose também se elimina muita agua,
necessdria para a diluicdo dessa glicose, ocasionando uma desidratacdo. Polidria e
polidpsia também séo sinais tipicos da diabetes, que sobrecarrega a funcédo dos rins

acarretando em disfungao renal (Tang et al., 2011).
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A nefropatia diabética acomete cerca de 40% dos pacientes diabéticos e
é a principal causa de insuficiéncia renal em pacientes que ingressam em programas
de didlise (Gross & Nehme, 1999). A insuficiéncia renal, por sua vez, é considerada
como causa terminal ou que contribui para a morte do individuo (Rezende et al.,
2004). Além disso, a mortalidade dos pacientes diabéticos em programas de

hemodialise também é maior do que em nao diabéticos (Gross & Nehme, 1999).

A funcéo renal pode ser avaliada pelos niveis de creatinina no sangue. A
Creatinina é resultante do metabolismo da creatina, encontrada nos musculos, cuja
conversdo ocorre 24 horas ao dia e é livremente filtrada. Seu nivel € muito pouco
afetado pela dieta habitual, sendo indicador da diminuigdo da funcéo dos rins. O
aumento do nivel de creatinina se torna significativo quando existe uma perda de
mais de 50% da funcdo dos rins, jA em baixa dosagem representa maior risco de
desenvolvimento da diabetes (Marcotte & Godwin 2006; Harita et al., 2009;
loannidou & Swede 2011).

A inter-relagdo entre a insuficiéncia renal crbnica, a diabetes e as
condi¢cBes bucais ja foi relatada (Akar et al., 2011). Pacientes com alteracdes na
funcdo renal mostraram ser duas vezes mais propensos a desenvolver doenca
periodontal, em comparacdo com pacientes com a fungao renal normal (loannidou et
al., 2012). Sendo assim, faz-se necessario um estudo para avaliar se a infeccéo
pulpar, assim como a infeccéo periodontal, também pode influenciar na funcéo renal,

principalmente quando associadas a diabetes.

Ainda com relacéo a nefropatia, em 90% dos pacientes com doenca renal
cronica foi evidenciado quadros hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia (Sposito et
al., 2007; Fentoglu et al., 2011).

As dislipidemias sdo comumente encontradas em pacientes com doenca
renal cronica, mas ndo sao normalmente caracterizadas por niveis elevados de
colesterol total, exceto em pacientes com proteindria elevada. Os niveis de
triglicérides aumentados, em conjunto com diminuicdo dos niveis de HDL
(lipoproteina de alta densidade) sé&o as anormalidades mais comuns encontradas no
individuo com doenca renal (Keane et al., 2012).

Os triglicérides sdo a forma de armazenamento energético mais
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importante no organismo, constituindo depésitos no tecido adiposo junto ao tecido
muscular. As causas de elevagdo dos triglicérides s@o as varias doencas de lipides
chamadas hiperlipidemias ou hiperlipoproteinemias (Fentoglu et al.,, 2011). As
hiperlipidemias podem estar associadas a doencas cardiovasculares e cronicas,
como por exemplo, a diabetes (Taleghani et al., 2010). As dislipidemias
habitualmente encontradas em diabéticos sao hipertrigliceridemia, reducdo do HDL
(High-density lipoprotein) ou colesterol “bom” e aumento do volume de particulas de

LDL (Low-density lipoprotein) ou colesterol “ruim” (Sposito et al., 2007).

O colesterol é precursor dos horménios esteroides, dos acidos biliares e
da vitamina D. Além disso, como constituinte das membranas celulares, o colesterol
atua na fluidez destas e na ativagédo de enzimas (Vieira et al., 2011). A hiperglicemia
e hipercolesterolemia diabética constituem um processo responsavel pela elevada
morbidade e mortalidade de pacientes diabéticos (Davies et al., 2011), sendo a

doenca cardiovascular responsavel por até 80% dessas mortes (Gus et al., 2004).

As infec¢Bes orais exercem certa influéncia sobre a diabetes e, esta,
sobre a insuficiéncia renal (Akar et al., 2011; Rojo-Botello et al., 2011; Kodama et al.,
2011). Assim, podemos considerar a hipétese de que as infeccbes orais também

podem influenciar nos niveis de triglicérides e colesterol em individuos diabéticos.

Diante do exposto, nos propomos a realizacdo de exames sanguineos,
como hemograma, dosagem de creatinina, triglicérides e colesterol, que sdo de facil
reproducdo e aplicacao clinica, para verificar alteragdes em diferentes componentes
sanguineos em funcdo da presenca das infeccbes pulpares e/ou periodontais em

ratos normoglicémicos e diabéticos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Diabetes Mellitus

A insulina € um hormonio peptidico secretado pelas células pancreaticas,
necessario para o transporte transmembrana de glicose e aminoacidos, para a
formacdo de glicogénio no figado e musculos esqueléticos, e para promover a
conversao da glicose em trigliceridios e a sintese de acidos nucléicos e de proteinas.
Pacientes que apresentam resisténcia a acdo da insulina tém a utilizacdo da glicose

diminuida, o que facilita o desenvolvimento de hiperglicemias (Cotran et al., 2000).

Os efeitos toxicos diretos da elevada glicose sanguinea podem ter
importantes consequéncias patolégicas. No entanto, evidéncias atuais sugerem que
os efeitos indiretos da hiperglicemia, tais como a formacé&o de produtos de finais de
glicosilacdo avancada (AGE), estdo implicados na inducdo de efeitos toxicos. A
interacdo entre os AGEs com seus receptores (RAGE) parece mediar a disfuncdo
celular crénica. A resposta alterada do hospedeiro a infec¢cdo ocorre em individuos
diabéticos e pode estar relacionada com o acumulo de AGEs e sua interacdo com
receptores RAGE nos tecidos. De forma geral, os AGEs se formam e acumulam nos
tecidos em condi¢des diferentes, incluindo o envelhecimento, insuficiéncia renal e
diabetes. Em circunstancias normais, os receptores RAGE estdo presentes em
baixos niveis em varios tipos de células, inclusive mondcitos e células endoteliais.
Em condi¢gbes anormais, como na diabetes, a expresséo dos receptores RAGE em
células-alvo é significativamente aumentada. A acumulacdo dos AGEs nos tecidos e
sua interacéo com receptores RAGE pode alterar significativamente a capacidade do
tecido em responder a infeccdo. Estas alteracbes incluem o aumento da
permeabilidade vascular e maior expressdo de moléculas de adesdo em células
endoteliais; atracdo e ativagdo de macrofagos, levando a liberacdo de citocinas proé-

inflamatoria (Armada-Dias et al., 2006).

A American Diabetes Association classifica a diabetes mellitus em tipo 1,
tipo 2, diabetes gestacional (GDM) e outros tipos especificos. Estima-se que 90%
dos individuos diabéticos sejam do tipo 2 e 10% sejam do tipo 1. Diabetes

gestacional e outros tipos especificos, como defeito genético das células B ou
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doenca do pancreas exdécrino, fazem parte de uma minoria dos casos.

A diabetes tipo 1 pode ser definida como uma doenca autoimune que
provoca destruicdo das células [B-pancreaticas, responsaveis pela producdo de
insulina. A falta de produgéo de insulina em pacientes com diabetes tipo 1 torna
necessario o uso de insulina exdégena, dai o nome insulino-dependente. Na auséncia
de insulina, esses individuos desenvolvem cetoacidose, uma condicdo com risco de

morte.

Com relacdo a diabetes tipo 2, esta resulta da resisténcia das células alvo
a insulina circulante. Os individuos com diabetes tipo 2 tém a producdo de insulina
alterada, no entanto, ndo ocorre destruicdo autoimune das células B-pancreaticas
como na diabetes tipo 1, e 0s pacientes mantém a capacidade para alguma
producdo de insulina, diminuindo o risco de cetoacidose. Com a progressao da
doenca, a producdo de insulina no pancreas pode diminuir e a secrecdo se tornar
insuficiente para compensar a resisténcia insulinica dos tecidos (American Diabetes
Association, 2010).

Fatores ambientais como obesidade, alimentacédo e sedentarismo, sdo os
maiores responsaveis pelo desenvolvimento de diabetes tipo 2. Assim, o tratamento
mais efetivo baseia-se no controle glicémico, dieta equilibrada, atividades fisicas e

reducdo da massa corpérea (Virally et al.,2007).

O diagnostico da diabetes mellitus é realizado por meio da avaliagao
glicémica. Segundo a American Diabetes Association, para ser considerado
diabético a glicemia ocasional, medida a qualquer hora do dia, deve ser igual ou
superior a 200 mg/dL, ou quando em jejum de 8 horas esse valor for maior ou igual a
126 mg/dL. Além dos valores considerados, o individuo ainda deve apresentar a
triade de sintomas polidria, polidpsia e polifagia (excesso de urina, sede e fome
respectivamente), que sao sintomas classicos da diabetes. A perda de peso sem
motivo aparente, alteragdes na visdo, fadiga, cansaco, irritabilidade, nausea, boca
seca e cetoacidose também sédo sintomas da diabetes mellitus, que sugerem a

necessidade de realizar o teste glicémico (Mealey & Ocampo, 2007).

Pelas caracteristicas dos sintomas, pode-se inferir que a diabetes esta

relacionada com varias complicacfes sistémicas, entre elas: nefropatia, neuropatia,

Aguinaldo Candido da Slva Facundo — Dissertacdo de Mestrado 2013



REVISAO DE LITERATURA

retinopatia, infarto agudo do miocéardio e outras doencas cardiovasculares, abortos,
complicagles fetais, nascimentos prematuros, infeccdes e descontrole da doenca,
sendo que ha uma relacdo bidirecional entre a diabetes e a infeccdo, tanto a
diabetes favorece a ocorréncia de infeccdes, como estas dificultam o controle
glicémico. As infec¢cdes desencadeiam uma resposta glicoregulatoria caracterizada
pelo aumento na secrecao de glucagon, catecolaminas (epinefrina e noraepinefrina),
hormonios do crescimento e cortisol. Esses horménios sdo antagonistas a atividade
da insulina e, consequentemente, ativam a producdo de glicose pelo figado,
diminuem a utilizacdo periférica de glicose (nos mdusculos), ativam a lipdlise,
cetogénese e degradacao de proteinas (nos musculos). Essas acdes déo origem a
hiperglicemia, a qual torna dificil o controle de infec¢bes (Diaz-Romero et al.,2005).

De forma geral, as complicac6es da diabetes sao atribuidas ao estado
hiperglicémico, que com o tempo, resultam na glicosilacdo da estrutura das
proteinas e lipideos que comprometem a matriz extracelular e o tecido conjuntivo,
bem como os tecidos vasculares (Lakschevitz et al., 2011). Estas mudancas
estruturais resultam numa funcdo capilar alterada e pobre profusdo sanguinea
engatilhando um processo inflamatério sistémico (Demirtunc et al., 2009; Somma et
al., 2011).

As alteracbes no metabolismo dos lipides causadas pela diabetes
predispdem o individuo as alteragbes vasculares, como obliteragdo e entupimento
dos vasos (Taleghani et al., 2010). Essas alteracfes por sua vez aumentam 0O risco
para doencas renais, pois desregulam a pressdo corporal e a concentracao de sais
no sangue (Sposito et al., 2007; Fentoglu et al., 2011). A insuficiéncia renal ainda é
agravada pela diabetes, que eleva o teor de glicose no sangue, forcando os rins a
absorver mais agua para tentar diluir e eliminar essa glicose (Gross & Nehme, 1999).
Nesse sentido se torna conveniente tracar o perfil lipidico de individuos diabéticos,
bem como avaliar a funcéo renal para se estabelecer uma relagao entre essas duas

complicagdes de alta prevaléncia na diabetes.
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2.2. As infeccdes orais e a diabetes

As manifestacdes orais das infec¢cdes ocorrem mais rapidamente e mais
severamente no tipo 1 do que no tipo 2. A idade e duracdo da doenca além do grau
de controle metabdlico podem influenciar esta situacdo. Algumas queixas sdo mais
comuns em pacientes diabéticos como alteragbes no paladar e a chamada “boca
seca” (xerostomia). As alteracdes gustativas tem sido atribuidas a alteracdo nos
receptores de glicose ou as manifesta¢cdes neuropéticas da diabetes. A xerostomia &
decorrente do aumento das glandulas parétidas e da diminuicdo fluxo salivar
ocasionando dificuldade em engolir alimentos secos (Bender & Bender, 2003). Esta
diminuicdo do fluxo salivar influencia diretamente na microflora oral (Ficara et al.,
1975; Thorstensson et al., 1979) que por sua vez, favorece a predisposi¢cdo e o
desenvolvimento da doenca céarie, doenca periodontal e periapical (Moore et al.,
2001; Herring & Shah 2006; Mealey & Rose 2008; Siudikiene et al., 2008).

Estas alteracdes no periodonto tornam a diabetes um fator de risco para o
desenvolvimento de gengivites e periodontites, sendo os cuidados com a dieta,
exercicios fisicos e cuidados com a saude bucal os métodos mais eficazes para

prevencao e controle da diabetes.

Um estudo foi realizado para avaliar o impacto da periodontite no
desenvolvimento de resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2, durante um
periodo prolongado de 13 semanas em modelo animal experimental. Os resultados
indicaram que a periodontite acelerou o aparecimento de resisténcia a insulina em
ratos obesos tratados com uma dieta rica em gordura. Assim, ficou demonstrado que
a periodontite pode acelerar o aparecimento de resisténcia a insulina em ratos
obesos que tém uma predisposicdo para desenvolver diabetes mellitus tipo 2
(Watanabe et al.,2008).

Essa relagdo entre a doenca periodontal e a diabetes coloca a
periodontite como um fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, com o mesmo potencial que outros fatores como fumo, diabetes,
fatores comportamentais, idade e sexo (Sridhar et al.,2009). Ha ainda um grande
interesse nos efeitos sistémicos dos niveis de citocinas proé-inflamatérias

potencialmente elevadas pela periodontite. Esse aumento nos niveis de citocinas
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pré-inflamatérias causa um aumento nos niveis de lipideos séricos. Isto altera a
funcdo das células imunoldgicas, resultando em aumento da producdo de citocinas
pro-inflamatodrias pelos polimorfonucleares, diminuicdo da producdo de fatores de
crescimento a partir dos macréfagos teciduais reduzindo a capacidade de reparacéo
e levando a um colapso tecidual, e um estado de hiper-resposta monocitica
resultando em aumentos adicionais de citocinas pro-inflamatorias e lipidios. Assim,
em individuos saudaveis, a potencial relacdo entre a hiper-resposta monocitica e

doenca sistémica pode realmente comecar com periodontite (Sridhar et al.,2009).

A doenca periodontal foi associada com o0 aumento nos nives séricos de
citocinas pro-inflamatérias, bem como aumento nos niveis lipidicos, levando a

guadros de hiperlipidemia (Fentoglu et al., 2011).

A saude bucal, mais precisamente a doenca periodontal, sdo fatores
agravantes para o desenvolvimento de doenca renal crénica. As desordens renais
sdo complicacbes da diabetes, e podem ser agravadas pelo quadro infeccioso e
inflamatdrio da doenca periodontal, que resulta em uma inflamacdo de ordem
sistémica (Akar et al., 2011).

A susceptibilidade a doenca periodontal € aproximadamente trés vezes
maior em pacientes diabéticos, havendo uma clara relacdo entre a hiperglicemia e a
severidade da doenca periodontal. As alteracdes metabdlicas da diabetes, como a
predisposicao as infeccdes e alteracdes micro e macrovasculares, contribuem para o
desenvolvimento da doenca periodontal, bem como, as doencas periodontais por
sua vez, levam a um quadro de inflamacao de ordem sistémica e aumento dos niveis
de citocinas pro-inflamatorias, que interferem no controle glicémico. Quando é
realizada a terapia periodontal em pacientes diabéticos, estes apresentam melhoras
no controle glicémico, tornando-se o tratamento periodontal clinicamente relevante

no controle da diabetes (Preshaw et al., 2011).

Assim como a doenca periodontal, as infeccOes periapicais merecem
certa atencdo. Analises por meio de radiografias periapicais mostraram que as
lesbes endodbnticas no paciente diabético possuem um carater mais agressivo, e 0
sucesso do tratamento endodontico esta diretamente relacionado com o controle da
glicemia (Bender & Bender, 2003).
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A terapia endodéntica é realizada com o intuito de prevenir ou tratar as
lesbes perirradiculares. O tratamento preventivo € caracterizado pela excisdo da
polpa vital por motivos protéticos, restauradores ou quando esta apresenta quadro
inflamatorio irreversivel. Durante o tratamento de lesBes perirradiculares pré-
existentes o objetivo € reduzir significativamente 0s microrganismos irritantes
presentes no sistema de canais radiculares. Em ambos o0s casos o0 sucesso do
tratamento é dado pela auséncia de sinais e sintomas, bem como pelo reparo das
lesBes pré-existentes. Os pacientes diabéticos apresentam doenca periapical mais
severa em dentes envolvidos endodonticamente, sendo que a diabetes aumenta a
ocorréncia de “flare-ups” durante o tratamento. O sucesso do tratamento esta

intimamente relacionado com o controle da diabetes (Fouad et al., 2003).

Com o intuito de avaliar a relacéo entre diabetes e o desenvolvimento de
lesbes perirradiculares, foram utilizados ratos diabéticos e ndo diabéticos com
exposicao pulpar dos primeiros molares inferiores. Radiograficamente as lesdes
periapicais de ratos diabéticos eram maiores que em ratos normais. O exame
histologico de espécimes representativos revelou lesdes perirradiculares mais
extensas e com exsudato inflamatorio severo no grupo de ratos diabéticos quando
comparado com o grupo controle (Armada-Dias et al.,, 2006). A explicagdo mais
provavel é de que had um potencial aumento da prevaléncia de alguns patégenos
endodonticos virulentos em canais radiculares de pacientes diabéticos, tornando as

lesGes mais acentuadas que em pacientes nao diabéticos.

Os mecanismos envolvidos na agressividade das lesdes periodontais e
periapicais em individuos diabéticos sdo muitos semelhantes. De certa forma devido

ao proéprio perfil da doenca.

Recentemente foi demonstrado que a infecgdo endodoéntica também é um
fator de risco para doencas cardiovasculares e outras doencas sistémicas

comumente associadas com a periodontite (Cotti et al., 2011; Wang et al., 2011).
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2.3. Relacéo da diabetes com as alteragdes hematologicas

O sangue é o meio através do qual o organismo transporta as substancias
e 0s elementos necessarios a vida, € um tecido de cor vermelha e consisténcia
liquida, é formado por plasma e trés tipos de células: os glébulos brancos
(leucécitos), os vermelhos (hemécias ou eritrocitos), e plaquetas. O seu exame € a
maneira mais facil de obter informagdes valiosas sobre a satde do paciente. E um
exame que se constitui do hemograma, ou grupo de exames da série vermelha, do
leucograma, que sdo 0s exames da série branca, e do plaquetograma. A
interpretacdo do hemograma deve ser feita em trés etapas. Primeiro a analise da

série vermelha, depois a branca e por fim as plaquetas (Hoffman et al., 2012).

Durante as ultimas décadas houve uma grande evolucéo tecnoldgica na
realizacdo do hemograma, com as técnicas manuais sendo substituidas por
sistemas automatizados que apresentam maior precisdo nos resultados e em um

menor intervalo de tempo (Grotto, 2009; Sandhaus & Meyer, 2002).

O hemograma da série vermelha fornece 0s seguintes parametros:
contagem de hemécias, volume globular, hemoglobina, volume corpuscular médio e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média. Os parametros para a seérie
branca consistem na contagem dos leucdcitos e seus tipos celulares: leucocitos
totais, neutrofilos, linfécitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos. Para as plaquetas as
analises contabilizam o nimero de plaquetas e o volume plaquetéario (Hoffman et al.,
2012).

As alteracbes nas hemacias podem ser quanto ao numero, sendo a
eritropenia quando seu numero esta reduzido ou eritrocitose quando seu numero
esta aumentado. Quanto ao volume elas podem ser microciticas, normociticas ou
macrociticas. As alteracdes nas hemd@cias estao principalmente relacionadas com os

varios tipos das anemias existentes (Agarwal, et al., 2009; Dallak, 2009).

A hemoglobina é o principal constituinte das hemacias e responséavel pelo
transporte de oxigénio. Sua variacdo de volume ou concentracdo € o método mais
utilizado para avaliar o tipo de anemia existente (Pradeep et al., 2011; Agarwal, et
al., 2009).
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Vérios sao os fatores que levam o individuo a um quadro anémico, entre
eles destacamos a periodontite crénica, onde sua progressao leva a uma diminuicéo
na contagem de hemécias (Yamamoto et al., 2011; Hutter et al., 2001). A doenca
periodontal foi apontada como um fator predisponente a anemia crénica, bem como
a terapia periodontal demonstrou ser efetiva no controle da anemia (Lépez et al.,
2011; Pradeep et al., 2011; Agarwal, et al., 2009)

Nesse sentido fica implicito que a doenca periodontal € capaz de alterar
0s parametros hematolégicos da série vermelha, como as hemacias ou a

hemoglobina.

Quanto a série branca do hemograma, esta quantifica os leucécitos e
seus tipos celulares. Os leucécitos fazem parte do sistema imune, sdo um grupo de
células diferenciadas e participam na defesa contra os patdgenos e na vigilancia e
remocéao dos antigenos nao proprios, podendo estar presente ou alterado quando da
presenca de infec¢des locais (Gkrania-Klotsas et al., 2010).

Os leucocitos apresentam-se em uma grande variedade de formas,
tamanhos, numero, e fung¢des especificas, sendo eles: neutrofilos, linfocitos,

monacitos, eosindfilos e basbfilos (Lopez et al., 2012).

Dentre os tipos celulares, os neutréfilos sdo os mais abundantes,
seguidos dos linfocitos, constituindo cerca de 60% e 30% dos leucdcitos
respectivamente, ambos com a funcédo de combater as infec¢des, principalmente as
de origem bacteriana. Os mondcitos, eosindfilos e basofilos, menos abundantes
constituindo 4%, 2% e 1% respectivamente, estdo associados com presenca de
parasitoses e alergias (Theml, et al., 2004).

7

Quando da presenca de infeccdo periodontal, é comum observar
alteracdes no numero de leucécitos. Estes estdo aumentados para combater a
infeccdo, e quando é estabelecida uma terapia para controle e tratamento da
infec¢@o local, os numeros de leucécitos tendem a se normalizar (Pussinen et al.,
2011; Lopez et al., 2011). Quando da presenca de diabetes os leucdcitos também

podem estar alterados (Ekmekcioglu et al., 2001)

Da mesma forma que a doenca periodontal influencia nos parametros
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hematoldgicos, tanto da série vermelha, quanto da série branca, a doenca pulpar
também pode alterar tais parametros. Principalmente quando estas estiverem

associadas a diabetes, que potencializa o efeito das infec¢des.

No estado hiperglicémico, o excesso de glicose passa a ser eliminado na
urina, para tanto ha uma sobrecarga da funcéo renal que precisa eliminar mais agua
para diluir a glicose. Juntamente com a glicose, 0s rins passam a eliminar proteinas
e se ndo houver um controle glicémico sua funcao fica comprometida. A polidria e a
proteindria sdo sintomas tipicos da diabetes, bem como a polidpsia causada pela
desidratacéo (Tang et al., 2011)

Assim, uma das principais complicacdes crénicas da diabetes mellitus é
insuficiéncia renal, também chamada de nefropatia diabética, responsavel pelo
aumento do numero de pacientes em dialise em paises em desenvolvimento, e ja é
a principal causa de terapia de substituicdo renal nos paises desenvolvidos (Murussi
et al., 2003).

A avaliacdo da funcao renal é feita através da taxa de filtragdo glomerular
pela dosagem de albumina, cistatina C ou creatinina (Dalton, 2010; Batista et al.,
2005; Murussi et al., 2003). A dosagem de creatinina no sangue é comumente
utilizada, pois esta é um biomarcador sensivel para a taxa de filtracdo glomerular
(Dalton, 2010). A Creatinina € resultante do metabolismo da creatina, encontrada
nos musculos, cuja conversdo ocorre 24 horas ao dia e é livremente filtrada. Seu
nivel é muito pouco afetado pela dieta habitual, sendo indicador da diminuicdo da
funcdo dos rins; por isso, sdo utilizados como marcadores da funcao renal. O
aumento do nivel de creatinina se torna significativo quando existe uma perda de
mais de 50% da func&o dos rins, j& em baixa dosagem representa maior risco de
desenvolvimento da diabetes (Marcotte & Godwin 2006; Harita et al., 2009;

loannidou & Swede 2011).

A insuficiéncia renal como consequéncia da diabetes é um fato
extensivamente explorado, sendo até mesmo considerada uma ocorréncia comum
no individuo hiperglicémico. No entanto, algumas pesquisas vém apontando alguma
relacdo entre alteracdes nos niveis de creatinina e a presenca de infeccbes bucais,
uma vez que a diabetes é fator de risco para doenca periodontal e devido a alta
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prevaléncia de insuficiéncia renal nesses individuos, sugere-se que pacientes com
insuficiéncia renal também possa apresentar alteracdes no periodonto (Messier et
al., 2011).

A doenca renal crénica provoca ainda alterag@es no perfil lipidico, sendo a
hipertrigliceridemia a alteracdo mais comum, acompanhada da reducdo do HDL
(Keane et al., 2012). A hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia aparecem em 90%
dos pacientes com doenca renal cronica, indicando forte relagcdo entre estas

alteracdes sistémicas (Sposito et al., 2007; Fentogdlu et al., 2011).

As alteracdes lipidicas estdo presentes no paciente diabético devido ao
proprio perfil da doenca, e sdo fatores de risco para eventos ateroscleréticos e

alterac6es micro e macrovasculares (Lakschevitz et al., 2011; Santos et al., 2009).

Algumas pesquisas apontam que certas alteracfes nestes niveis podem
apresentar ligacées com a presenca de infeccdes orais (Lopez et al., 2011; Fentoglu
et al., 2011; Caotti et al., 2011), sendo a doenca periodontal apontada como fator de
risco para doencas cardiovasculares e eventos ateroscleroticos (Lopez et al., 2011).
A hiperlipidemia estd associada com a doenca periodontal pela liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias que prejudicam o metabolismo dos lipideos (Fentoglu et
al., 2011).

Da mesma forma que a doencga periodontal, as infeccdes endoddnticas
também foram associadas com deteccdo de lesGes no sistema cardiovascular (Cotti
et al., 2011; Wang et al., 2011). Se as lesGes vasculares causadas pela infeccéo
endodontica sdo devido as alteragdes no metabolismo dos lipideos, esta ainda €
uma questao que precisa ser estudada.

7

Fica evidente que a diabetes mellitus € uma doenca metabdlica que
provoca alteracdes no hemograma devido ao estado inflamatorio sistémico, provoca
alteracdes no metabolismo dos lipideos, pode levar a insuficiéncia renal crénica e &
agravada pelas infec¢bes locais, como as periodontais e periapicais, sendo que é
possivel estabelecer uma relacdo entre essas complicacdes e até mesmo diretrizes

para o controle da doenca, como cuidar da saude bucal, dieta e exercicios.
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3. PROPOSICAO

A reviséo de literatura demonstrou ser oportuno verificar a influéncia das
infeccbes pulpar e periodontal por meio da analise hematolégica por hemograma,

creatinina, triglicérides e colesterol de ratos diabéticos e ndo diabéticos.

Desta forma nos propusemos a:

v Identificar, por meio do hemograma sanguineo, quais parametros
celulares podem ser influenciados pela presenca da infeccdo pulpar
isolada ou associada a doenca periodontal e em funcdo da presenca ou

nao da diabetes;

v' Avaliar a funcdo renal de animais com doenca pulpar isolada ou
associada a doenca periodontal e em funcdo da presenca ou ndo da

diabetes, por meio da verificagcdo dos niveis de creatinina sérica,

v" Verificar a influéncia da doenga pulpar isolada ou associada a doenca
periodontal e em funcéo da presenca ou ndo da diabetes na dosagem de

triglicérides e colesterol.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Animais

Foram utilizados 80 ratos machos (Rattus norvegicus albinus, Wistar),
pesando aproximadamente 350g, provenientes do biotério da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba - UNESP. Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura entre 22 e 24°C com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas
escuro) e em gaiolas coletivas, quatro ratos por gaiola, alimentados durante todo o
periodo experimental com dieta solida e agua “ad libitum”. Os procedimentos
experimentais propostos neste estudo foram aprovados pelo comité de conduta ética
no uso de animais (CEUA — Unesp - 00539-2012).

4.1.2. Drogas empregadas

Para anestesia foi utilizado via intramuscular uma associagdo de um
sedativo a base de xilazina a 2% (Rompum- Bayer S. A., Sdo Paulo, SP, Brasil) na
dosagem de 10mg por kilograma de peso corporal e um anestésico a base de
Cloridrato de Ketamina a 10% (Francotar- Virbac do Brasil Ind. e Com. Ltda, Roseira,

SP, Brasil) na dosagem de 80mg por Kilograma de peso corporal.

Para a indugdo da diabetes foi utilizado via veia peniana uma dose de
60mg/kg de estreptozotocina (Sigma Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA), dissolvida
em tampao citrato (0.01M; pH 4,5) (Garber et al., 2009).

4.2. Métodos

4.2.1. Inducéo da diabetes

Os 80 animais foram anestesiados e divididos em dois lotes, onde 40
ratos receberam a dose de 60mg/kg de estreptozotocina dissolvida em tampao
citrato (0.01M; pH 4,5), via endovenosa (veia peniana) (Figura 1) e receberam agua
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com acucar nas primeiras 24 horas para evitar o choque hipoglicémico. Os outros 40
ratos receberam também por via endovenosa solugdo salina, com o intuito de
promover um efeito placebo nesses animais. No sexto dia do experimento, foi
realizada a dosagem de glicose sanguinea para confirmacdo da hiperglicemia.
Foram selecionados os ratos que obtiveram resultados acima de 250 mg/dL e, este

dia, foi considerado o primeiro dia da doenga diabetes (figura 2). Outros animais

foram adicionados ao estudo até o total de 40 ratos diabéticos.

Figura 2 — Afericdo da glicemia com aparelho e fitas glicotestes (Accu-Check Performa -
Roche-Diagnostics Corporation. Indianapolis, IN, USA).

4.2.2. Inducéo da infeccéo pulpar

Apo6s a confirmacdo da diabetes 10 ratos normoglicémicos e 10 ratos
diabéticos foram novamente anestesiados. ApOs anestesia, foram expostas as
polpas dos primeiros molares superiores direitos de cada animal, empregando-se
uma broca em ago carbono esférica (Broca Ln Long Neck- Maillefer, Dentsply Ind. e
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Com. Ltda. Petropolis, RJ, Brazil) com 0,1mm de diametro (Garber et al., 2009)
(Figura 3). Desta forma, todas as exposi¢cdes pulpares foram padronizadas em
diametro. A profundidade foi limitada pela espessura do teto da camara pulpar, até o

rompimento do mesmo (sensacédo de caida).

Figura 3 — Exposicéo do primeiro molar superior direito com broca de aco carbono esférica
com 0,dmm de didmetro (Broca Ln Long Neck- Maillefer, Dentsply Ind. e Com. Ltda.

Petropolis, RJ, Brazil).

4.2.3. Inducéo da infeccao periodontal

Para o desenvolvimento da infeccdo periodontal, 10 animais
normoglicémicos e 10 animais diabéticos foram anestesiados com o0 mesmo
protocolo anestésico descrito anteriormente. ApOs anestesia foi realizada uma
amarria em torno do colo dentario do segundo molar superior esquerdo de cada
animal. A inducdo por amarria foi realizada com a colocacao de um fio de algodé&o
numero 24 (Coats Corrente Ltda. Sdo Paulo, SP, Brasil), ao redor do segundo molar
superior (Holzhausen et al.,2002), cujo posicionamento correto das amarrias foi feito
com o auxilio de uma pinca modificada e de uma espacador digital #25 empregado
para o afastamento dos dentes, facilitando a passagem do fio (Figura 4). As amarrias
permaneceram por todo o periodo pds-operatorio.

Aguinaldo Céandido da Slva Facundo — Dissertacdo de Mestrado 2013



MATERIAL E METODOS

Figura 4 — Confeccdo de amarria com fio de algoddo n° 24 (Coats Corrente Ltda. S&o

Paulo, SP, Brasil) em torno do colo dentario do segundo molar superior esquerdo.

4.2.4. Inducao da infeccao pulpar e periodontal

Para o desenvolvimento de ambas as infec¢cdes foram anestesiados 10
ratos normoglicémicos e 10 ratos diabéticos. A infeccdo pulpar foi realizada pelo
mesmo método descrito anteriormente no primeiro molar superior direito, enquanto
que a infeccdo periodontal foi realizada ao redor do segundo molar superior

esquerdo de cada animal.

Figura 5 — Indugdo da infecgdo pulpar no primeiro molar superior direito e indugdo da

infecgd@o periodontal ao redor do segundo molar superior esquerdo.
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4.2.5. Divisdo em grupos

Os grupos foram formados de acordo com as condicdes sistémicas e
procedimentos locais de inducdo das infec¢des pulpar e periodontal e podem ser

visualizados na tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicdo dos grupos experimentais de acordo com 0s procedimentos

locais e condicdes sistémicas dos animais.

Infecgdes orais

Nenhuma Pulpar Periodontal Ambas

Condicé&o Normoglicémicos G1 G2 G3 G4

sistémica  pjapéticos G5 G6 G7 G8

Os 80 ratos em estudo foram divididos em 8 grupos experimentais,
contendo 10 animais cada:

e Grupo 1: ratos normoglicémicos e sem quaisquer alteragdes pulpares ou
periodontais;

e Grupo 2: ratos normoglicémicos e portadores de infec¢géo pulpar induzida;

e Grupo 3: ratos normoglicémicos e portadores de infeccdo periodontal
induzida;

e Grupo 4: ratos normoglicémicos e portadores das infec¢bes pulpar e
periodontal induzidas;

e Grupo 5: ratos diabéticos e sem quaisquer alteragbes pulpares ou
periodontais;

e Grupo 6: ratos diabéticos e portadores de infec¢cdo pulpar induzida;

e Grupo 7: ratos diabéticos portadores de infeccao periodontal induzida;

e Grupo 8: ratos diabéticos portadores de infeccbes pulpar e periodontal

induzidas.

As infeccBes pulpares e/ou periodontais foram realizadas no sexto dia
seguinte a injecdo de estreptozotocina, utilizada para o desenvolvimento da

diabetes.

Aguinaldo Candido da Slva Facundo — Dissertacdo de Mestrado 2013



MATERIAL E METODOS

4.3. Sacrificio dos animais e coleta do material

Aos 30 dias ap6s a inducao das infecgbes, os animais foram anestesiados
conforme protocolo descrito anteriormente e foi coletado a quantidade de 5 ml de
sangue de cada animal por meio de puncéo cardiaca e o material foi reservado para
as analises de hemograma, dosagem de creatinina, dosagem de triglicerideos e
dosagem de colesterol (figura 5). ApGs a coleta sanguinea, a eutanasia foi realizada

com uma dose anestésica 10 vezes maior que a utilizada para anestesia.

Figura 6 — Coleta sanguinea por punc¢do cardiaca com agulha BD calibre 21G montada em

seringa de 5 mL (BD - Becton, Dickinson and Company. Sao Paulo, SP, Brasil).

4.3.1. Analise por hemograma

As amostras para o hemograma foram colocadas em tubos contendo
EDTA, homogeneizadas e armazenadas em recipiente térmico contendo gelo
triturado até o momento da analise. Foram observados em hemograma os seguintes
parametros: Hemaécias (10%pL), Volume Globular (%), Hemoglobina (g/dL), VCM
(fL), CHCM (%), Leucécitos (103/uL), Neutrofilos (%), Linfocito (%), Mondécito (%),

Eosinofilo (%) e Basofilo (%).

Para a realizacdo do hemograma, foi utilizado o homogeneizador AP 22
(Phoenix e Luferco equipamentos cientificos Ltda. Araraquara,SP, Brasil), o
analisador automético ABX (ABX Micros ABC Vet - Horiba ABX Diagnostics,
Montpellier, France) (figura 7) e o kit ABX VetPack composto por 3 reagentes.
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Figura 7 — Homogeneizador AP22 (Phoenix e Luferco equipamentos cientificos Ltda.
Araraquara,SP, Brasil) e analisador automatico ABX (ABX Micros ABC Vet - Horiba ABX
Diagnostics, Montpellier, France).

O analisador automético ABX possui uma cénula para aspirar uma
guantidade de 20 pL de sangue diretamente do tudo e fornece os resultados em
aproximadamente 2 minutos. O processamento da amostra é feito por meio dos seus

3 reagentes, cada um com uma funcao especifica.

O ABX VET Pack R3 é uma solucdo salina e tampao eletrolitico que
permite a diluicdo e a preparacdo da amostra de sangue para andlise. A presenca
de surfactante ndo i6nico garante uma 6tima dinamica do fluxo em todos os sistemas
hidraulicos do aparelho. A acéo eletrolitica aceita a contagem das células por
impedancia. Este reagente diferencia populagdes morfolégicas de leucdcitos e é
utilizado nos ciclos de enxague e limpeza dos sistemas hidraulicos do instrumento.

O ABX VET Pack R2 decompde a membrana celular das hemacias. Pela
adicdo do agente surfactante, a hemoglobina é libertada. Todo o ferro heme é
oxidado e os complexos resultantes sao quantificados por espectrofotometria a um
comprimento de onda de 530 nm. O detergente presente na solucdo também

diferencia populagfes morfolégicas de leucocitos.

ABX VET Pack R1 utiliza a acdo combinada de uma enzima proteolitica
com um detergente para eliminar os residuos de proteina e evitar que os tubos
hidraulicos figuem obstruidos e/ou bloqueiem o fluxo. Também é usado para

decompor os acumulos de proteina nas aberturas e camaras de contagem.

Por se tratarem de valores absolutos, foi realizada a analise da variancia
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(ANOVA) seguida do teste de Tukey para comparacdo entre as médias com nivel de

significancia de 5% (p<0.05).

4.3.2. Dosagem de Creatinina

As amostras para a dosagem de creatinina foram acondicionadas em
tubos sem anticoagulante e centrifugadas por 10 minutos a 3.000 rpm para obtencéo
do soro. Para a determinacao sérica foi utilizado o método de Jaffé modificado, onde
a creatinina reage com o picrato alcalino formando um complexo de cor vermelha.
Mede-se a velocidade de formacdo desse complexo em periodos iniciais curtos,
evitando-se assim a interferéncia de outros compostos. A quantidade da cor formada
€ proporcional a concentracdo de creatinina na amostra. De acordo com o kit de
Creatinina K Labtest (Labtest Diagnéstica Ind. e Com. Ltda, Lagoa Santa, MG,
Brazil) (figura 7). Os valores aferidos por meio dos kits foram tabulados de acordo
com cada grupo experimental e submetidos a analise estatistica por meio da analise
da variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey, em nivel de significancia de 5%

(p<0.05), para comparagdo entre as médias.

4.3.3. Dosagem de triglicerideos e colesterol:

As amostras para a dosagem de triglicérides e colesterol foram
acondicionadas em tubos sem anticoagulante e centrifugadas por 10 minutos a
3.000 rpm para obtencdo do soro. Para a avaliagdo da dosagem de triglicérides e

colesterol foi utilizado o método Enzimatico-Colorimétrico (Trinder).

Para a determinacdo dos niveis de triglicérides foi empregado o kit de
Triglicérides Liquiform Labtest (Labtest Diagnoéstica Ind. e Com. Ltda, Lagoa Santa,
MG, Brazil) (Figura 7). A lipoproteina lipase promove a hidrolise dos triglicérides
liberando glicerol, que é convertido, pela acdo da glicerolquinase, em glicerol-3-
fosfato. Este € oxidado a dihidroxiacetona e peroxido de hidrogénio na presenca da
glicerolfosfato oxidase. Em seguida, ocorre uma reacdo de acoplamento entre
peréxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-clorofenol, catalisada pela peroxidase,

produzindo uma quinoneimina que tem méaximo de absorbancia em 540 nm. A
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intensidade da cor vermelha formada é diretamente proporcional & concentracédo dos

triglicérides na amostra.

Para a dosagem de colesterol foi empregado o kit de Colesterol Liquiform
Labtest (Labtest Diagnoéstica Ind. e Com. Ltda, Lagoa Santa, MG, Brazil) (Figura 7).
Os ésteres do colesterol sdo hidrolisados pela colesterol esterase (CHE) formando
colesterol livre que apds oxidacao pela colesterol oxidase (CHOD) forma peroxido de
hidrogénio. Este, reagindo com o fenol e 4-aminoantipirina, através de copulagéo
oxidativa catalisada pela peroxidase (POD), produz uma quinonimina de cor
vermelha. A absorbancia do complexo formado, medida em 500 nm, é diretamente

proporcional & concentracéo de colesterol da amostra.

Os valores totais aferidos foram tabulados de acordo com cada grupo
experimental e submetidos a analise estatistica por meio da andlise da variancia
(ANOVA) seguida do teste de Tukey, em nivel de significancia de 5% (p<0.05), para

comparacao entre as médias.

Figura 8 - Kits comerciais para dosagem de Creatinina, triglicérides e colesterol
(Creatinina K Labtest® ref. 96, Triglicérides Liquiform Labtest® ref. 87 e Colesterol Liquiform
Labtest® ref. 76, respectivamente - Labtest Diagnostica Ind. e Com. Ltda, Lagoa Santa, MG,
Brazil).
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5.1. Hemograma

O hemograma foi realizado aos 30 dias pos-operatorios e 0s seguintes
pardmetros foram analisados: Hemécia, Volume Globular (VG), Hemoglobina,
Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular

Média (CHCM), Leucdcitos, Neutrdfilos, Linfécitos, Mondcitos e Eosinofilos.

Para interpretacdo dos dados, o hemograma foi dividido em série
vermelha, onde constam as hemacias e seus componentes, e série branca, onde
constam os leucécitos e seus constituintes. Os valores obtidos e os resultados gerais

dos testes estatisticos estdo apresentados nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Média e desvio padrdo para os diferentes parametros do hemograma

guanto a serie vermelha.

Hemograma — Série vermelha

Hemacia(10°%/uL) VG (%) Hemoglobina(g/dL) VCM(fL) CHCM(%)
Grupos

MédiatzDP* Média+DP* MédiaxDP* MédiaxDP* MédiatDP*
G1 6,97+0,82° 40,80+2,77% 14,94+1,03% 55,46+0,72% 36,62+0,82%
G2 7,28+0,54° 42,00+1,58% 15,40+0,54 55,34+0,79% 36,67+0,70%
G3 7,28+0,52 % 42,00+0,63% 15,23+0,45° 56,71+2,38% 36,27+1,18%
G4 7,38+0,42° 42,00+2,58% 15,44+0,48° 57,17+1,52% 36,86+2,23%
G5 7,36+0,34° 43,42+1,98% 15,11+1,20% 60,51+1,61°° 34,76+1,54%
G6 7,41+0,38° 43,71+1,70% 15,62+1,00% 60,52+3,44° 35,72+2,24%
G7 7,44+0,47 2 43,85+2,60% 15,21+0,922 61,07+1,76° 34,69+0,90%
GS8 7,52+0,55 2 44,66+2,87% 15,73+1,022 61,46+0,53° 35,34+3,34%

*Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica entre os grupos
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Tabela 3 - Média e desvio padrdo para os diferentes parametros do hemograma

guanto a série branca.

Hemograma — Série Branca

Leucécitos(10%/uL) Neutréfilos Linfocitos Mondcitos Eosindfilos
Grupos

Média+DP* Média+DP* Média+DP* Média+DP* Média+DP*

G1 4,22+0,90% 28,00+4,52% 57,202,772 2,80+1,92° 2,00+1,73%
G2 6,54+0,75%° 32,00%2,12% 59,40+3,57% 3,20+0,44% 2,44+1,50%
G3 5,15+0,38% 33,50+2,34% 59,83+2,48% 3,33+2,25° 3,33+3,12°%
G4 6,82+1,92%° 34,42+2,29% 61,85+2,11% 3,28+1,38° 3,332,292
G5 7,17+1,48" 35,28+4,19" 63,005,94% 2,57+1,61% 2,11+1,53%
G6 7,98+1,03° 37,12+4,67"¢ 65,12+9,04% 3,25+1,28°% 2,50+0,97%
G7 7,81+2,95" 37,71+4,57" 65,71+6,62% 3,14+2,03% 3,40+0,51°
GS8 8,15+0,42° 42,50+3,88° 72,50+5,16° 3,83+1,72° 3,75+1,48%

*Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica entre os grupos

Pode-se observar aumento na contagem de hemacias, volume globular e
hemoglobina quando da presenca de infec¢cbes e/ou diabetes, mas n&do houve
diferenca estatistica entre os grupos (p>0.05) (tabela 2). Os resultados para CHCM,
monacitos e eosindfilos ndo mostraram diferenca estatistica (p>0.05), como também

nao apresentaram discrepancia nos valores obtidos (tabela 3).

Observou-se diferencas significativamente estatisticas (p<0.05) nos
resultados para VCM, leucécitos, neutréfilos e linfocitos. O teste de comparacdes
multiplas de Tukey foi usado para identificar as diferencas entre os grupos (tabelas 2
e 3).
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Gréfico 1 — Projecéo grafica dos resultados para volume corpuscular médio (fL)
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O VCM de ratos diabéticos foi maior que em ratos dos grupos néao

diabéticos, independente da associacdo com infeccbes orais. Ndo houve diferenca

estatistica entre o grupo 5 e 0s grupos 6, 7 ou 8 e entre o grupo 4 e os grupos 1, 2

ou 3 (tabela 2, grafico 1).

Gréafico 2 — Projecdo gréfica dos resultados para leucécitos (10%/uL)
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diabéticos com infeccdo pulpar e periodontal, G6 e G8 respectivamente, foi
estatisticamente significante maior que em ratos normais e ratos com infeccéo
periodontal, G1 e G3 respectivamente, indicando que a infeccdo endodbntica em
ratos com diabetes aumenta o numero de leucdcitos. Também houve diferenca entre
0 grupo 1 e os grupos 5 e 7, mostrando que a diabetes causa um aumento do

namero de leucécitos quando comparado com o grupo controle (tabela 3, gréfico 2).

Grafico 3 — Projecéo grafica dos resultados para neutrofilos (%)
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Houve aumento do numero de neutréfilos, com a diferenca estatistica
significante entre o grupo 8 e os grupos 1, 2, 3, 4 e 5. A presenca das infec¢des
pulpar e periodontal associadas com a diabetes elevou consideravelmente o nimero
de neutroéfilos. Também houve diferenca entre o grupo 1 e 0s grupos 5, 6 e 7,
mostrando que os neutrofilos estdo aumentados em ratos diabéticos com ou sem

infeccbes, quando comparados com ratos normais (tabela 3, gréafico 3).
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Projecéo grafica dos resultados para linfocitos (%)
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A presenca de ambas as infec¢ges em ratos diabéticos (G8) influenciaram

no aumento do numero de linfécitos em comparacdo com ratos ndo diabéticos,

independente da presenca de infec¢gBes locais. Houve diferenca estatisticamente

significante entre o grupo 8 e 0s grupos 1, 2, 3 e 4 (tabela 3, gréafico 4).

5.2. Dosagem de Creatinina

Os valores obtidos para a dosagem de creatinina e os resultados dos

testes estatisticos estao apresentados na tabela 4 e no grafico 5.

Tabela 4 - Média e desvio padrao dos niveis séricos de creatinina (mg/dL).

Grupo Creatinina (Média+DV *)
Gl 0,56+0,09 @
G2 0,59+0,04 2
G3 0,59+0.05 2
G4 0,61+0,06 *
G5 0,73%0,10 °°
G6 0,74+0,14 "¢
G7 0,73+0,08 °
G8 0,79+0,08 ©

*Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos
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Gréfico 5 — Projecédo grafica dos resultados para dosagem de creatinina (mg/dL)
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Os niveis séricos de creatinina foram similares nos grupos nao diabéticos
(p>0.05) ou nos grupos diabéticos (p>0.05). Entretanto, os grupos de 1 a 4 exibiram
baixos niveis de creatinina enquanto que os grupos de 5 a 8 revelaram valores mais
elevados (tabela 8, gréafico 3). Os niveis séricos de creatinina foram maiores em
ratos diabéticos (G5) em relacdo aos ratos normoglicémicos (G1) (p<0.05). Ratos
diabéticos com infeccdo endodobntica e periodontal (G8) mostraram niveis de
creatinina estatisticamente mais elevados quando comparados com ratos nao
diabéticos (G1 a G4). Os ratos normoglicémicos com infeccdo endodbntica e
periodontal (G4) apresentaram niveis séricos de creatinina similares aos do grupo de
ratos diabéticos sem infec¢des (G5) (tabela 4, gréfico 5).

5.3. Dosagem de Triglicérides e Colesterol

Os valores obtidos para a dosagem de triglicérides e colesterol e os
resultados dos testes estatisticos estdo apresentados na tabela 5. Os niveis de
colesterol total foram similares em todos os espécimes avaliados (tabela 5, gréafico
6), enquanto os niveis de triglicérides apresentaram diferenca estatistica para alguns
grupos (tabela 5, grafico 6).
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Tabela 5 — Média e desvio padrdo dos niveis de colesterol e triglicérides (mg/dL).

Lipideos (MédiaxDV *)

Grupo
Colesterol (mg/dL) Triglicérides (mg/dL)

G1 64,80+12,91 2 53,11+12,32 2

G2 67,40+12,50 ® 57,66+11,16
G3 69,16+11,42 2 58,77+21,97 ®
G4 70,80+10,56 2 60,44+16,10 ®
G5 69,85+11,90 2 86,44+26,63 2°°
G6 70,87+8,45 @ 90,42+25,82 @°
G7 74,42+9,60 @ 107,50+28,13 *°
G8 75,83+13,41 2 129,00+26,77 ©

*Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica entre os grupos.

Grafico 6 — Projecdo grafica dos resultados para dosagem de colesterol e
triglicérides (mg/dL)
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Os niveis de triglicérides foram similares para todos os ratos dos grupos
nao diabéticos (G1 a G4) (p>0.05). Entretanto, os animais dos grupos 1 a 4
apresentaram taxas de triglicérides menores quando comparados com 0s animais

dos grupos 5 a 8 (Tabela 5, gréfico 6).
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Para os ratos diabéticos com infeccéo periodontal (G7) e diabéticos com
infeccdo endodbntica e periodontal (G8), os niveis de triglicérides estavam
significativamente maiores que em ratos normais (G1l) (p<0.05). J& os ratos
diabéticos com ambas as infeccGes (G8) obtiveram niveis mais elevados do que

todos os grupos de ratos ndo diabéticos (G1 a G4) (p<0.05) (tabela 5, grafico 6).
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6.1. Da metodologia

Estudos em pacientes séo influenciados por outras variaveis, como sexo,
idade, fumo e condicdo de saude bucal. Estes aspectos sdo minimizados em
pesquisas com animais pelo fato dos experimentos serem conduzidos com
espécimes do mesmo sexo, mesma idade e apenas um dente com doenca
periodontal ou endodbntica. Incluindo em alguns grupos a doenca sistémica

diabetes.

Para o estudo foram utilizados animais da mesma idade (2 meses), com
peso uniforme e normoglicémicos. O modelo animal, particularmente o rato, é
comumente utilizado em pesquisas por possibilitar a padronizacdo dos espécimes e
ser representativo para a correlacdo com estudos em humanos (Azeez et al., 2010;

Lopez et al., 2011).

A droga de escolha para inducdo da diabetes mellitus foi a
estreptozotocina, pois € uma droga segura e tem sido utilizada em diversas
experimentacdes com alto indice de sucesso no percentual de inducéo (Leite et al.,
2008; Garber et al., 2009). Inicialmente a streptozotocina foi caracterizada como um
antimicrobiano de amplo espectro. Posteriormente foi verificada sua capacidade de
promover diabetes em cées e ratos. A droga tem efeito citotoxico por destruir as
células B-pancreaticas, responsaveis pela formacéo das ilhotas pancreéticas. Sem
essas ceélulas o pancreas nao produz insulina, implicando na condicéo diabética do
individuo (Delfino et al., 2002).

O método utilizado para inducdo da infec¢do pulpar produziu alteracdes
semelhantes entre os espécimes de um mesmo grupo, confirmadas por analise
microscopica das maxilas. Este aspecto denota que a inducdo foi realizada com
sucesso e pode ser empregada em estudos que envolvem os tecidos do endodonto,
assim como demonstrado em outros estudos (lwama et al., 2003; Armada-Dias et
al., 2006).

Quanto ao método de inducdo da doenca periodontal, foi realizada a

inducdo baseada no estudo de Holzhausen e colaboradores (Holzhausen et al.,
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2002). Observou-se semelhanca entre espécimes do mesmo grupo de doenca
periodontal confirmados por analise microscopica das maxilas, evidenciando a
confianca no método empregado para o estudo dos tecidos periodontais, como
demonstrado em outras experimentacfes (Liu et al., 2006; Bezerra et al., 2008;
Gomes et al., 2009).
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6.2. Dos resultados do hemograma

A interacdo da diabetes com a doenca periodontal é interesse de varios
grupos de pesquisa (Preshaw et al., 2012; Mealey & Ocampo, 2007; Watanabe et
al.,, 2008). O hemograma € frequentemente utilizado para avaliar a presenca de
infeccdo ou inflamacdo, e a questdo é saber se a doenca periodontal afeta os
parametros hematoldgicos como a contagem de células da série branca, série

vermelha e/ou plaquetas (Lopez et al., 2012).

Contrapondo os achados no presente trabalho, estudos hematolégicos
em pacientes com doenca periodontal mostraram um baixo nimero na contagem de
hemacias, baixos niveis de hemoglobina e hematdcrito comparados com individuos
controle (Hutter et al., 2001; Yamamoto et al., 2011), tais parametros ndo estavam
alterados neste trabalho.

A diabetes foi responsavel pelo aumento do VCM em ratos, sem
associacdo com as infec¢Bes orais. Mesmo com diferenca estatistica significante
(p<0.05), o VCM esta dentro da faixa de normalidade encontrada em outros estudos
realizados em ratos (Nemeth et al., 2010; Dallak, 2009; Anand et al., 2010), ou seja,
0os ratos diabéticos apresentavam VCM proximo ao valor maximo aceitavel,
enquanto que o0s normoglicémicos apresentavam valores proximo ao minimo
aceitavel. Essa discrepancia de valores mostrou que ha diferenca estatisticamente

significante entre animais diabéticos e normoglicémicos.

Os leucécitos, envolvidos na defesa contra patdgenos, monitoramento e
eliminacdo de antigenos nao proprios, podem estar presentes ou alterados no
sangue quando da presenca de infeccbes locais (Gkrania-Klotsas et al., 2010). Os
neutréfilos séo as células mais abundantes dos leucdcitos, constituindo entre 50 a
70%, e seu numero aumentado € comumente observado em infec¢cbes bacterianas
(Grotto, 2009), como observado em infeccbes endodobnticas e periodontais. O
presente trabalho corrobora com os dados da literatura, somando-se ainda o fato de
gue nos animais diabéticos os leucdcitos, neutrofilos e linfécitos estavam mais

elevados quando comparados com os animais normoglicémicos.

O aumento de leucocitos demonstra como a presenca da diabetes pode
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influenciar nas infec¢cdes orais. Isto se torna evidente quando comparamos oS
grupos com infecgdes, mas sem diabetes (G2, G3 e G4) e os grupos com infecgbes
e diabetes (G6, G7 e G8).

N&o houve alteracdes nos mondcitos e eosindéfilos, uma vez que esses
tipos celulares sdo comumente encontrados em parasitoses e alergias
respectivamente (Theml, et al., 2004), e ndo eram os tipos de infec¢cdes presentes
neste estudo, pois 0s animais permaneceram em ambiente controlado por todo o

periodo experimental.

Estes resultados sugerem que a diabetes influencia no aumento do
volume das hemacias (VCM) e a presenca das infec¢des orais em ratos diabéticos

aumenta o numero de leucdcitos e a contagem de neutrdfilos e linfocitos.
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6.3. Dos resultados da creatinina

Este estudo avaliou a interferéncia das infeccbes orais nos niveis séricos
de creatinina em ratos normoglicémicos e diabéticos. Alteragdes significativas nos
niveis séricos de creatinina podem ser indicios de disfuncdo renal (Spanaus et al.,
2010).

Os animais diabéticos apresentaram niveis de creatinina mais elevados
guando comparados com animais normoglicémicos e essa diferenca foi ainda maior
guando da presenca das infeccbes orais. Outros autores também mostraram a
relacdo entre doenca periodontal e disfuncdo renal (Yoshihara et al., 2007,
Yoshihara et al., 2011) e doenca periodontal em individuos diabéticos e sua relacéo

com a faléncia renal (Akar et al., 2011).

Os resultados deste trabalho corroboram com outros achados na
literatura, mostrando que tanto a diabetes quanto a doenca periodontal elevam os
niveis de creatinina sérica. Além disso, fica aqui também registrado a relacdo das
infeccbes orais com o ligeiro aumento do nivel de creatinina tanto em ratos
normoglicémicos quanto diabéticos, particularmente quando ambas estdo

associadas.
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6.4. Dos resultados dos triglicérides e colesterol

As alteracBes nos parametros lipidicos, como colesterol, triglicérides e
lipoproteinas de baixa densidade, sdo algumas das complicacbes crbnicas da
diabetes (Pinto & Moretto, 2004). InfeccBes orais, diabetes e hiperlipidemia foram
correlacionadas e associadas com doencas cardiovasculares (Albandar, 2002;
Mattila et al., 2005; Boodhwani & Sellke, 2009), sendo a doencas cardiovasculares
as que representam a maior causa de morte em pacientes diabéticos tipo Il (Pinto &
Moretto, 2004).

No presente estudo, apesar de um pequeno aumento nos niveis de
colesterol total nos ratos diabéticos com doencas pulpares e periodontais, os valores

nao foram estatisticamente significantes (p>0.05).

Os resultados mostraram que a diabetes, as infec¢cdes pulpares e as
periodontais elevaram os niveis de triglicérides. Alguns estudos também mostraram
altos niveis de triglicérides em ratos diabéticos, pacientes diabéticos e modelos de
periodontite experimental (Tunali & Yanardag, 2006; El-Sayyad et al., 2012). Esse
aumento nos niveis de triglicérides em ratos diabéticos pode ser devido a falta de
insulina, que normalmente ativa a lipoproteina lipase, enzima responsavel por
hidrolisar as moléculas de triglicérides. Por outro lado quanto as infec¢des orais tal

mecanismo ainda carece de informagdes.
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Diante da metodologia empregada e de acordo com os resultados
obtidos, podemos concluir que:

v' A diabetes provocou aumento no volume das hemacias (VCM) e a
interacdo da diabetes com as infec¢des endoddnticas e/ou periodontais

ocasionou aumento na contagem dos leucdcitos, neutrdéfilos e linfécitos;

v A diabetes elevou os niveis de creatinina sérica, independente da

presenca de infeccéo pulpar e/ou periodontal;

v' A presenca de ambas as infeccdes, pulpar e periodontal, elevaram os

niveis de triglicérides em ratos diabéticos;

v Nenhuma interacdo entre diabetes, infeccdo endodéntica ou infeccao
periodontal foi capaz de alterar parametros como contagem de
hemécias, volume globular, hemoglobina, concentragcdo de

hemoglobina corpuscular média, monacitos, eosinofilos e colesterol.
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UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp"*' “JULIO DE MESQUITA FILHO"

Campus de Aragaluta

Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
Committee for Ethical Use of Animals (CEUA)

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto "Andlise hematolégica por hemograma, creatinina,

triglicérides e colesterol em ratos diabéticos portadores de infecgdo pulpar e/ou periodontal” sob
responsabilidade de Pesquisador LUCIANO TAVARES ANGELO CINTRA e colaboracao de jozo
Eduardo Gomes Filho, Aguinaido Candido da Silva Facundo, Renata Oliveira Samuel, India Olinta
de Azevedo Queiroz, Clicia Pereira Ribeiro e Francine Benetti esta de acordo com os Principios
Eticos da Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pelo CEUA, de acordo com o processo

00539-2012.

CERTIFICATE
We certify that the research “Blood analysis by hemogram, creatinine,

triglycerides and cholesterol in diabetic rats with pulp disease®, process number 00539-2012,
under responsibility of LUCIANO TAVARES ANGELO CINTRA and with collaboration of Jodo
Eduardo Gomes Filho, Aguinaldo Candido da Silva Facundo, Renata Oliveira Samuel, India Olinta
de Azevedo Queiroz, Clicia Pereira Ribeiro and Francine Benetti agree with Ethical Principles in

Animal Research (COBEA) and was approved hy CEUA.

Faculdade de Odantolagia e Facuidade de Medions Weserin - de Clinica, Cirurgia &
Animal - Rua Clovis Pestana, 793 (EP 16 -680 Aragatuba - SP
T (18) 3636-1440Fax {18) 3636-1403 £-puul fadd: i poesphr

Aguinaldo Céandido da Slva Facundo — Dissertacdo de Mestrado 2013



ANEXOS

Anexo 2 — Artigo publicado na revista Clinical Oral Investigation (2012): Pulpal and
periodontal diseases increase triglyceride levels in diabetic rats. Cintra LT, da
Silva Facundo AC, Azuma MM, Sumida DH, Astolphi RD, Bomfim SR, Narciso LG,
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Pulpal and periodontal diseases increase triglyceride levels

in diabetic rats
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Rafael Dias Astolphi » Suely Regina Mogami Bomfim -
Luis Gustave Narcise « Jodo Eduardo Gomes-Filho
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Abstract

Obfectives The aim of this study was to evaluate triglycer-
ide and cholesterol levels in diabetic rats and their relation-
ship with pulpal and periodontal discases.

Methods Eighty male eats (Rattus morvegions albins, Wistar)
were divided into the following eight groups comprising ten
animals cach: normal mts (G1), rats with pulpal discases (G2),
mts with periodontal discases (G3 ), mts with both pulpal and
periodontal discases (G4), diabetic rats (GS), diabetic rats with
puipal discases (G6), dabetic rats with periodontal diseases
(G7), and diabetic mts with both periodontal and pulpal dis-
cases (GX). Dusbetes was induced by injecting streptozotocin,
periaprcal lesions were mduced by exposing pulpal tissue 1o the
oral environment, and periodontal disesses were induced by
perodontal ligature. The animals were Killed afier 30 days, and
bipad profile was enzymatically measured using Trinder’s meth-
od. The total assessed values were statistically analyzed by
analysis of variance and Tukey test (p<0.05).
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Results The triglyceride levels of diabetic rats with peri-
odontal disease and of diabetic mts with both penodontal
and pulpal discases were significantly higher than those of
normal rats and noodiabetic group rats, respectively. The
differences in the cholesterol levels mmong the groups were
not significant.

Conclusions We found that the association of pulpal and
periodontal discases with diabetes increased trighyceride
levels in rats.

Clinical xignificance Changes i hipid profile may be related
to the presence of oml infections and diabetes,

Key words Lipid profile - Oral infections - Diabetes -
Triglycende kevels - Cholesterol levels

Introduction

Previous studics have shown that paticnts with periodontal
discases have higher total cholesterol and tnglycende levels
than individuals with good oral hygiene [1-3]. Endodontic
infections are very common oral mfections worldwide, with
an incidence similar to that of periodontal discase [4), In
addition, the occurrence of diabetes affects the severity of
endodontic and penodontal infections [4-6] and may be
associated with hyperlipidemia | 7]

In recent years, vanous studics have shown that locaiuzed
mflammation in the oml cavity is associated with increased
levels of systemic discase markers [5, &, 9] These stdics
especially focused on the relationship between periodoatal
diseases, dinbetes [8, 9L and candiovascular discases [10-12]
Several studies have shown that individuals with high blood
pressure, obesity, and high plasma inglycende and cholesterol

€ sprmger
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Table 1 Groups formed
according to the experimental

Oral diseases

procedures
No oral Pulpal Periodontal Pulpal and
discases infections infections periodontal
infections
Systemic condition Healthy rats Gl G2 G3 G4
Diabetic rats GS G6 G7 G8

levels have increased risk of developing diabetes [13] and
coronary heart diseases [ 14, 15].

One study reported that patients with periodontitis had
dyslipidemia and higher non-fasting serum glucose levels
than the control population, suggesting a possible link be-
tween periodontitis, systemic inflammation, and a dysmeta-
bolic state in otherwise healthy individuals [12]. Another
study reported that a patient with pulpal infection showed
sudden glucose intolerance and a rapidly increasing require-
ment for insulin [16]. However, no study about the interre-
lationship between pulpal infection and hyperlipidemia is
available in the literature.

Studies have indicated that periodontal diseases, which
cause an increase in the levels of proinflammatory cytokines
in the serum and gingival crevicular fluid, are not only
associated with the severity of lipid metabolism deteriora-
tion but also with worsening of the hyperlipidemic state of
patients [17]. Furthermore, many studies have shown that
pulpal infection is associated with increased proinflamma-
tory cytokine levels [18, 19]. However, no studies are avail-
able on the interrelationship between the cytokine levels and
lipid levels during pulpal infections.

Some studies have shown that the occurrence of peri-
odontal diseases alone causes a change in the serum triglyc-
eride or cholesterol levels [1-3]. In another study, patients
who developed periodontal diseases also showed an in-
crease in their cholesterol levels [20]. Furthermore, with
the treatment of periodontal diseases, the levels of all the

lipid parameters decreased: however, only the decrease in
serum levels of total cholesterol was found to be statistically
significant [17]. No studies have investigated the lipid profile
patterns in animals or humans in relation with pulpal diseases
and the association of these patterns with periodontal diseases
and diabetes. The aim of this study was to evaluate the
triglyceride and cholesterol levels in diabetic rats and their
relationship with pulpal and periodontal diseases.

Methods

Eighty male Rarrus norvegicus albinus, Wistar, each weigh-
ing 250-280 g, were used in the study. The animals were
housed in temperature-controlled rooms and were given ad
libitum access to water and food. The experimental protocol
was approved by and conducted in accordance with the
guidelines of the institutional ethical committee.

The rats were fasted overnight (14-16 h), and tail-tip blood
was used to measure the fasting blood glucose levels with an
automatic blood glucose monitoring system (Accu-Check®
Performa; Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN,
USA). Subsequently, the rats were intramuscularly anesthe-
tized with ketamine (87 mg/kg; Francotar: Virbac do Brasil
Ind. e Com. Ltda.. Roseira, Brazil) and xylazine (13 mg/kg:
Rompun; Bayer S. A., Sdo Paulo, Brazil). The rats were
randomly assigned into groups and were endovenously
injected in the penile vein with either citrate buffer solution

Table 2 Mean and standard de-
viation {mean = SD) values of
the lipid profile of the rats from
the eight groups

Blood glucose levels (mg/dL)

Lipid profile

Cholesterol levels (mg/dL) Triglyceride levels (mg/dL)

Groups  Mean SD Mean SD Mean SD
Gl 99.87 a 12.90 64.80 a 12.91 S3.11a 12.32
G2 102.19 a 17.34 6740 a 12.50 57.66 a, b 11.16
G3 100.78 a 10.52 69.16 a 11.42 58.77a,b 21.97
G4 97.65 a 18.67 70.80 a 10.56 6044 a, b 16.10
G5 30446 b 43.91 69.85a 11.90 8644 a, b, ¢ 26.63
G6 299.13 b 39.77 70.87 a 8.45 90424a,b, ¢ 25.82
Same letters indicate the absence G7 32695 b 47.90 7442 a 9.60 107.50 b, ¢ 28.13
of statistical difference among G8 361.64 b 53.23 7583 a 1341 129.00 ¢ 26.77
the groups (p=>0.05)
@ Springer
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Fig. 1 Mean and standard 100

deviation (mean + SD) values %
of blood cholesterol levels

(in milligrams per deciliter) of 80

the rats from the eight groups 2 70

1 60

)
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(0.01 M, pH 4.5; groups 1-4, n=40) or with streptozotocin
(Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA). Streptozotocin
was dissolved in citrate buffer solution at 35 mg/kg body
weight for experimental induction of diabetes (groups 5-8,
n=40) [21].

Six days after diabetes was induced. blood samples were
collected from each animal to determine their blood glucose
levels. The rats with blood glucose levels of more than
200 mg/dL were used in the study [22]. After confirmation
of hyperglycemia, animals were sedated for the induction of
oral infection.

For the development of pulpal infection, the pulps of the
right upper first molars were exposed on the mesial surface
using surgical round burs (Broca Ln Long Neck- Maillefer.
Dentsply Ind. e Com. Ltda, Petropolis. Brazil) (groups 2. 4, 6,
and 8). To induce periodontal disease in rats from groups 3, 4,
7, and 8, sterile 4/0 silk ligatures (Ethicon: Johnson & Johnson,
Sdo Paulo, SP, Brazil) were placed around the second maxil-
lary molar on the left [23]. After the infections were induced,
the rats were divided into the groups as shown in Table 1.

After 30 days, the animals were killed with an overdose of
the anesthetic solution. To determine the serum lipid profile,
venous blood samples (50 ul) were collected via a cardiac
puncture after the rats had fasted overnight for 812 h. The

Fig. 2 Mean and standard 140
deviation (mean = SD) values
of blood triglycerides levels 120
(in milligrams per deciliter) of
the rats from the eight groups

8

3

&

Triglycerides levels (mg/dL)
8

8

G1 G2 G3 G4 GS G6 G

G8

blood samples were centrifuged immediately after collection
at 1,800xg for 15 min at 4 °C to obtain plasma [24].

Plasma total cholesterol and triglyceride levels were mea-
sured enzymatically by using a commercial kit (Cholesterol
Liquiform Labtest® and Triglicérides Liquiform Labtest®,
respectively—Labtest Diagnostica Ind. e Com. Ltda, Lagoa
Santa, MG, Brazil) as described by Trinder [25].

The total assessed values were tabulated for each exper-
imental group, and a single calibrated operator analyzed the
data in a blinded manner. One-way analysis of variance and
the Tukey’s test were used for statistical analysis, and a
significance level of 5 % (p<0.05) was used to compare
the mean values.

7

Results

Diabetic rats had significantly higher blood glucose levels
than the control rats, indicating the development of hypergly-
cemia (Table 2). The changes in the plasma lipid concentration
of the nondiabetic and diabetic rats are shown in Table 2. Total
cholesterol levels were similar in the rats of all the groups
(Fig. 1). No statistically significant differences were observed
in the cholesterol levels of any groups (p=0.426). The

0 I I I I | I | I
61 G2 63 G4 GS G6 67 G8

@ Springer
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baseline cholesterol levels were higher in the rats in the
diabetic groups than in the rats from the nondiabetic groups,

but the differences in the levels were not significant (Table 2).

The total triglyceride levels were similar in the rats of all
the nondiabetic groups (»>0.05). However, the rats in groups
14 had lower triglyceride levels than those in groups 5-
8 (Fig. 2). The rats in groups 5-8 had the highest triglyceride
levels. The triglyceride levels of diabetic rats with periodontal
disease (G7) and of diabetic rats with periodontal and pulpal
diseases (G8) were significantly higher than those of normal
rats (G1) (p=0.000) and nondiabetic group rats (G1-G4) (p=
0.000), respectively.

Discussion

The animals used in this study had uniform body weights, were
normoglycemic, and did not have glycosuria. Diabetes mellitus
was induced by injecting the rats with streptozotocin. The
glucose levels were found to be approximately fourfold higher
than those observed in the normal nondiabetic animals. Dia-
betic rats showed intense thirst, polyuria, and apathy. The
overall metabolism of rats with streptozotocin-induced diabe-
tes is very similar to the metabolism of human diabetic patients
[21]. The blood glucose levels were higher in the rats of the
diabetic model group than in those of the normal control group,
indicating that hyperglycemia persisted in the diabetic rats.

Two models of oral infection were used [22, 23]. A previ-
ous study reported maximal active lesion expansion and bone
destruction between days 7 and 15 after pulp exposure in a rat
model system in which periapical lesions had been induced
[21]. In the present study. periapical lesions were induced by
pulpal exposure and were confirmed radiographically.

The process of inducing periodontal diseases by ligature
placement is widely used in animal studies [23, 26]. Liga-
ture favors the formation of bacterial plaques and induces an
inflammatory response, thereby replicating many aspects of
periodontal diseases in humans [23].

Oral infections, diabetes, and hypercholesterolemia have
been closely associated with cardiovascular diseases [11, 27,
28]. Hypercholesterolemia induces pathologic manifesta-
tions such as decreased myocardial capillary density and
increased endothelial damage [29]. Patients who develop
periodontal disease show increased total cholesterol levels,
low-density lipoproteins, and triglycerides levels [20, 30].
The results of some studies have shown that treatment of
periodontal disease decreases the levels of all the lipid
parameters; however, only the decrease in total cholesterol
levels [7, 17] or oxidized low-density lipoprotein [31] was
found to be statistically significant in the human model.

The results of some studies have indicated hypercholes-
terolemia in diabetic rats, which indicates the development
of dyslipidemia in these rats [1-3]. In the present study,

@_ Springer

despite a small increase in the total cholesterol levels in
diabetic rats with pulpal and periodontal diseases, the values
were not found to be statistically significant.

Our results suggest that diabetes, pulpal infections, and
periodontal lesions are correlated with higher levels of trigly-
cerides, but a previous study has shown that high triglyceride
levels are not correlated with the severity of attachment loss in
patients with periodontitis [10]. Various studies have shown
high triglyceride levels in diabetic rats, diabetic patients, and
experimental periodontitis models [2, 3]. We suggest that the
increased triglyceride levels observed in the diabetic rats in
our study may be due to the lack of insulin, which normally
activates the enzyme lipoprotein lipase [2, 3].

Although the impact of diabetes on periodontal diseases and
periapical healing has been investigated previously, very few
studies have reported the influence of pulpal infections alone or
in association with periodontal diseases on blood cholesterol
and triglyceride levels. The results of our study showed that the
association of pulpal with periodontal diseases increases tri-
glyceride levels in diabetic rats. Further studies are required for
evaluating the interrelationship between diabetes, pulpal infec-
tions, and lipid levels and for confirming whether endodontic
infections influence systemic health.
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Anexo 3 — Instrucbes para realizagdo do hemograma utilizando o analisador
automatico ABX (ABX Micros ABC Vet - Horiba ABX Diagnostics, Montpellier,

France).

O aparelho ABX Micros ABC Vet é um analisador automatico de uso
veterinario. Fornece todos os resultados de um hemograma completo para as
seguintes espécies de animais: cdo, gato, ruminantes, equinos, coelho, roedores e
ovinos. A selecdo da espécie é feita por meio de um cartdo com chip pré-
programado para cada espécie que deve ser inserido no aparelho. Além do slot para
cartdo, o aparelho consta com uma céanula para aspirar a amostra, um visor digital
para visualizacdo dos resultados, uma porta para impressora externa e um slot

lateral para acoplar o kit de reagentes.

Método de utilizacdo do ABX Micros ABC Vet:

- Ligar o aparelho e os componentes externos (impressora se houver)

- Verificar se h& reagentes o suficiente para processar a amostra

- Inserir o cartdo préprio para a espécie de animal a ser analisada e apertar a tecla
de identificacéo (ID)

- A aliquota da amostra deve estar acondicionada em ependorf e caso tenha sido
congelada, deve-se esperar que ela retorne ao estado liquido

- Posicionar o ependorf de forma que a canula do aparelho toque o fundo do
recipiente e aperte a tecla Start

- O aparelho ira aspirar a quantidade de 20 uL da amostra e o processamento leva
cerca de 2 minutos

- Apés o processamento o aparelho fornece os resultados no préprio visor e 0
resultado pode ser impresso, caso haja uma impressora conectada

- O aparelho entdo realizard o processo de limpeza dos componentes e estara

pronto para uma nova analise ou para ser desligado

Analisador automatico ABX (ABX
Micros ABC Vet - Horiba ABX

Diagnostics, Montpellier, France).
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Anexo 4 — Instrucdes para realizacdo das dosagens de creatinina, colesterol e
triglicérides utilizando o analisador semi-automatico Celm SB-190 e kits comerciais
Labtest.

1. Creatinina

A dosagem de creatinina foi realizada com utilizagédo do aparelho Celm
SB-190 (CELM Cia. Equipadora de Laboratérios Modernos. Barueri — Sdo Paulo) e o
kit comercial para dosagem de Creatinina K Labtest (Creatinina K Labtest® ref. 96).
O aparelho Celm SB-190 é um sistema semi-automatico para reacfes de ponto-final
e cinéticas. Possui um painel digital para sele¢céo do tipo de analise, uma canula
para aspirar a amostra e uma impressora interna. O kit Labtest para dosagem de
creatinina é composto por dois reagentes (reagente 1 e reagente 2) que devem ser
misturados apenas no momento da analise. A dosagem é feita utilizando o soro
sanguineo, que deve ser previamente separado com centrifugacao de 10 minutos a

3.000 rpm e reservado para analise.

Método para dosagem de creatinina utilizando o aparelho Celm SB-190 e o kit

Cretinina K Labtest:
- Pipetar 800 pL do reagente 1 em um tubo de ensaio de vidro;

- Pipetar 200 pL do reagente 2 no mesmo tubo onde foi pipetado o primeiro
reagente;

- Pipetar 100 pL da amostra no tubo contendo os reagentes;

- Selecionar no aparelho a opgéo para dosagem de creatinina;

- Posicionar o tubo no aparelho de forma que a canula toque o fundo do tubo;
- O aparelho ird aspirar o contetdo do tubo e realizara a leitura;

- A analise demora alguns minutos, pois séo realizadas leituras em periodos iniciais
curtos ao tempo que acontece a rea¢ao quimica entre a amostra e 0s reagentes

(método de Jaffé modificado);
- ApOs 0 processamento o resultado € impresso;

- Ao término da analise os componente do aparelho devem ser limpos. Para tanto
basta selecionar a opcao de limpeza e deixar que a canula aspire agua destilada. O
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aparelho esta pronto para uma nova analise ou para ser desligado.

2. Colesterol

A dosagem de colesterol também utiliza o aparelho Celm SB-190 e o soro
sanguineo, ambos descritos anteriormente. O kit utilizado € o Colesterol Liquiform

Labtest (Colesterol Liquiform Labtest® ref. 76) composto por apenas um reagente.

Método para dosagem de colesterol utilizando o aparelho Celm SB-190 e o kit

Colesterol Liquiform Labtest:
- Pipetar 1 mL do reagente em um tubo de ensaio de vidro;
- Pipetar 10 puL da amostra no tubo contendo o reagente;

- Levar o tubo contendo a amostra + reagente para uma cuba em banho maria por

10 minutos a 37°;

- Selecionar no aparelho a opc¢éo para dosagem de colesterol;

- Posicionar o tubo no aparelho de forma que a canula toque o fundo do tubo;
- O aparelho ira aspirar o contetdo do tubo e realizaré a leitura;

- A analise demora alguns segundos, e ap0s 0 processamento o resultado &

impresso;

- Ao término da anélise os componente do aparelho devem ser limpos. Para tanto
basta selecionar a op¢ao de limpeza e deixar que a canula aspire agua destilada. O

aparelho esta pronto para uma nova analise ou para ser desligado.

3. Triglicérides

A dosagem de triglicérides é feita com o kit Triglicérides Liquiform Labtest
(Triglicérides Liquiform Labtest® ref. 87) e segue 0os mesmos passos utilizados na

dosagem de colesterol, mudando apenas a configuragao do aparelho.

Método para dosagem de triglicérides utilizando o aparelho Celm SB-190 e o

kit Triglicérides Liquiform Labtest:
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- Pipetar 1 mL do reagente em um tubo de ensaio de vidro;
- Pipetar 10 pL da amostra no tubo contendo o reagente;

- Levar o tubo contendo a amostra + reagente para uma cuba em banho maria por

10 minutos a 37°;

- Selecionar no aparelho a op¢éo para dosagem de triglicérides;

- Posicionar o tubo no aparelho de forma que a canula toque o fundo do tubo;
- O aparelho ird aspirar o contetdo do tubo e realizara a leitura;

- A analise demora alguns segundos, e apds o processamento o resultado é

impresso;

- Ao término da analise os componente do aparelho devem ser limpos. Para tanto
basta selecionar a opcao de limpeza e deixar que a canula aspire agua destilada. O

aparelho esta pronto para uma nova analise ou para ser desligado.

Aparelho Celm SB-190 (CELM Cia. Equipadora de Laboratérios Modernos. Barueri —

S&o Paulo) e Kits comerciais Labtest (Creatinina K Labtest® ref. 96, Triglicérides
Liquiform Labtest® ref. 87 e Colesterol Liquiform Labtest® ref. 76, respectivamente -
Labtest Diagnostica Ind. e Com. Ltda, Lagoa Santa, MG, Brazil).
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