UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO
FACULDADE DE MEDICINA
COORDENACAO DE PROGRAMAS DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

EFEITO DA INGESTAO DE GLUTAMINA NA PROGRESSAO DE PERIODONTITE
INDUZIDA. ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS.

AURELIO ROSA DA SILVA JUNIOR

CUIABA
2016



EFEITO DA INGESTAO DE GLUTAMINA NA PROGRESSAO DE PERIODONTITE
INDUZIDA. ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS.

AURELIO ROSA DA SILVA JUNIOR

Orientador: Cervantes Caporossi

Coorientador: Alex Semenoff Segundo

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-Graduagdo em
Ciéncias da Saude, para obtencéo do titulo de mestre em Ciéncias

da Saude, area de concentracdo nutricdo e metabolismo.

CUIABA
2016



Dados Internacionais de Catalogacao na Fonte.

R788e ROSA DA SILVA JUNIOR, AURELIO.

EFEITO DA INGESTAO DE GLUTAMINA NA PROGRESSAQ DE
PERIODONTITE INDUZIDA. ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS. /
AURELIO ROSA DA SILVA JUNIOR. - 2016

43 f -1l color. : 30 cm.

Ornentador: CERVANTES CAPOROSSL

Co-orientador: ALEX SEMENOFF SEGUNDO.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Mato Grosso, Faculdade de
Ciéncias Médicas. Programa de Pos-Graduacio em Ciéncias da Sande, Cuiaba, 2016.

Inclui bibliografia.

1. ODONTOLOGIA. 2. GLUTAMINA. 3. PERIODONTITE. 4. RATOS. 1
Titulo.




MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO
PRO-REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUACAO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE
Avenida Fernando Corréa da Costa, 2367 - Boa Esperanca - Cep: 78060900 -CUIABA/MT

Tel : 3615-8863 - Email : cpgfa@ufmt.br

FOLHA DE APROVAGAO

TITULO : "EFEITO DA INGESTAO DE GLUTAMINA NA PROGRESSAO DE
PERIODONTITE INDUZIDA. ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS."

AUTOR : Mestrando Aurelio Rosa da Silva Junior

Disserta¢do defendida e aprovada em 29/02/2016.

Composic¢do da Banca Examinadora:

Presidente Banca / Orientador Doutor(a) Cervantes Caporossi
Instituigdo :  UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO

Examinador Interno Doutor(a) Diana Borges Dock Nascimento
Instituicdo :  UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO

Examinador Externo Doutor(a) Tereza Aparecida Delle Vedove Semenoff
Instituigdo :  UNIC

Examinador Suplente Doutor(a) José Eduardo de Aguilar Siqueira do Nascimento
Instituicdio :  UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO

CUIABA,23/09/2019

SIAPE: 1763934

Carina Rodrigues
Secretaria da Pos-Graduac&o em Ciéncias da Saude



AGRADECIMENTOS
A Deus por permitir ter chegado até aqui, iluminando e abencoando meus passos.

A minha familia, em especial meus pais Aurélio e Elza por todo apoio e incentivo, e minhas
irmdas Cibele e Samanta por toda ajuda prestada neste periodo.

A minha namorada, Andreia, pelo companheirismo e paciéncia.

Ao professor Cervantes Caporossi, que me acolheu neste programa, por toda confianca
depositada em mim, pela oportunidade oferecida e acima de tudo, por todo ensinamento
transmitido.

Ao professor Alex Semenoff Segundo, grande amigo, que vem me orientando desde os
tempos da graduacao, sempre transmitindo seus ensinamentos de forma amiga, paciente,
esclarecendo as duvidas que por muitas vezes estiveram presentes, sendo um grande
incentivador e colaborador deste projeto.

Aos professores desta linha de pesquisa, nutricAo e metabolismo, em especial, Prof°.
Cervantes Caporossi, Prof°. José Eduardo de Aguilar S. do Nascimento, Prof?2 Diana
Borges D. Nascimento, pelas aulas ministradas, pelas informagdes transmitidas de forma
exemplar, por todo auxilio prestado.

Aos professores do programa em Ciéncias da Saude, que, sempre muitos dedicados,
dispostos a auxiliar, nos transmitem conhecimentos de forma brilhante.

Ao diretor da Universidade de Cuiaba - UNIC, Fabio Luis Miranda Pedro e ao coordenador
do programa de pos graduacdo, Alvaro Henrique Borges, pelo apoio concedido na
conducéo deste projeto.

A Profa Tereza A. Delle V. Semenoff, pelo apoio dado na execuc¢&o do projeto, sempre de
forma muito solicita.

Aos colegas do grupo de pesquisa em nutricdo e metabolismo pela acolhida e convivéncia.
Aos colegas do programa de pos- graduacao, por toda troca de experiéncia compartilhada.

Aos funcionérios e colaboradores da secretaria de pds- graduacao, que sempre estavam
dispostos a nos atender e nos orientar sobre as normas administrativas.

Enfim, a todas as pessoas que estiveram sempre me apoiando, de alguma forma, o meu
muito obrigado.



LISTA DE ABREVIATURAS

AIDS: Adiquired immuno deficient syndrome/ Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
CHGM: Concentracdo da hemoglobina globular média.
CEP: Comité de ética em pesquisa
cm: Centimetro

DIR: Lado direito

DP: Desvio padréo

ESQ: Lado esquerdo

g: Gramas

GA: Glutaminase

GC: Grupo controle

GE: Grupo experimental

GG: Grupo glutamina

GLN: Glutamina

GP: Grupo periodontite

GS: Glutamina sintetase

IL: Interleucina

Kg: Kilograma

kV: Kilovolts

mA: Miliampere

MAND: Mandibula

MAX: Maxila

mg: Miligramas

ml: Mililitros

mm: milimetros

mm? milimetros quadrados



SPSS: Statistical Package for Social Scienses / Pacote estatistico para ciéncias sociais
TNF- a: Fator de necrose tumoral alfa

VCM: Volume corpuscular médio

°C: graus Celsius

%: Porcentagem

a: Alfa

® : Marca registrada



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Representa as reac¢des envolvendo as enzimas GS e GA, no metabolismo da
glutamina.

Figura 2: Grupos de estudo

Figura 3: Grafico cronolégico do estudo

Figura 4: Parametro avaliado na analise radiografica
Figura 5: Par@metro avaliado na anélise morfométrica

Figura 6: Radiografia da mandibula do animal do GC.
Figura 7: Radiografia da mandibula do animal do GP.
Figura 8: Maxila do GC corada com azul de metileno.

Figura 9: Maxila do GP corada com azul de metileno.



LISTA DE TABELAS

TABELA 1: Comparacéo entre as massas corporeas dos animais durante o experimento.
TABELA 2: Média do numero de leucdcitos dos animais.

TABELA 3: Média da distancia da borda oclusal até o apice da crista 6ssea alveolar obtida
apos andlise radiogréfica.

TABELA 4. Média da destruicdo do periodonto obtidos na analise morfométrica.



RESUMO

Introducdo: A glutamina € o aminoacido mais abundante no corpo humano, esta envolvida
em diversas vias metabdlicas e imunoldgicas, incluindo o fortalecimento do sistema imune.
A suplementagdo com glutamina tem se mostrado eficaz na modulagdo do processo
inflamatorio. A periodontite € condicdo patoldgica de carater infecto-inflamatorio. O objetivo
deste estudo é avaliar os efeitos da suplementagdo por gavagem de glutamina na
progressdo de doenca periodontal, induzida em ratos. Método: Foram utilizados 48 ratos
Wistar machos, adultos, com peso médio (DP) de 349g (54g), alocados em gaiolas
coletivas de doze animais. Todos os animais receberam racdo e agua com livre acesso, e
foram pesados no inicio do experimento e a cada quinze dias. Os animais foram
randomizados em quatro grupos: dois grupos doentes: (PERIODONTITE, n=12 e
EXPERIMENTAL, n=12) submetidos a inducdo de doenca periodontal induzida por
ligadura no segundo molar de cada hemi- arcada; e dois grupos saudaveis: (CONTROLE,
n=12 e GLUTAMINA, n=12) submetidos apenas a manipulagédo, sem indu¢céo de doenca.
Nos grupos GG e GE, os ratos foram submetidos a suplementacdo de glutamina, sob a
forma de gavagem diaria, na dose de 1,5g/Kg/dia; e nos grupos GC e GP, os animais
foram submetidos a suplementacdo com agua destilada. No inicio do experimento os
animais do GP e GE foram submetidos a operacéo para inducédo de doenca periodontal por
ligadura. No 2° dia de poOs-operatério foi iniciada a suplementacédo dietética. Os animais
foram sacrificados no 30° dia de pds-operatorio, foram colhidas amostras sanguineas, as
maxilas e mandibulas foram retiradas e radiografadas. O processamento radiografico foi
automatizado. Prontas as imagens radiogréficas foram ampliadas em projetor de imagens
e fotografadas. As imagens foram analisadas em um programa e mensurada a distancia da
borda oclusal ate o &pice da crista 6ssea alveolar. Apos, foi removido todo tecido mole das
pecas, e coradas com azul de metileno a 1%, as pecas foram fotografadas e as imagens
analisada por programa onde se mensurou a area de destruicdo periodontal da juncéo
cemento- esmalte até a crista 6ssea alveolar. Resultados: A comparacdo referente a
evolugdo da massa corporea dos animais ndo mostrou diferencas entre 0s grupos.
(p>0,05%). Na comparacdo no numero de leucdcitos, o GE (6666,7- 1471,1) apresentou-se
menor em comparacao com o GP (9933,4 — 2857,9), p< 0,05. Na analise morfométrica, 0s
animais que usaram glutamina, (116,63 - 22,50mm2), apresentaram menor destruicao
periodontal comparados com os que tiveram a indugcdo da periodontite por ligadura,
(143,15 - 35,24 mm?), (p<0,05). Conclus&o: A suplementacdo com glutamina interfere no
numero de leucdcitos e hemacias (p<0,05). Na analise radiografica e morfométrica a
glutamina interferiu na progresséo da doenca periodontal (p<0,05).

Palavras chave: odontologia, glutamina, periodontite, ratos.



ABSTRACT

Introduction: Glutamine is the most abundant amino acid in the human body, is involved in
several metabolic and immune pathways including strengthening of the immune system.
The glutamine supplementation has been shown to be effective in modulating the
inflammatory process. Periodontitis is pathological condition of infectious and inflammatory
nature. The objective of this study is to evaluate the effects of supplementation by gavage
of glutamine in the progression of periodontal disease induced in rats. Method: A total of 48
male Wistar rats, adults, with weight (SD) 3499 (549), allocated in collective cages of twelve
animals. All animals received food and water with free access, and were weighed at the
beginning of the experiment and every two weeks. The animals were randomized into four
groups: two patient groups (periodontitis, n = 12 and test, n = 12) undergoing periodontal
disease induction induced by ligature of the second molar hemi each arch; healthy and two
groups: (controls n = 12 and glutamine, n = 12) undergoing only the handling without
inducing disease. In GG and GE, the rats were subjected to supplemental glutamine in the
form of daily gavage at doses of 1.5g / kg / day; and GC and GP groups, the animals were
supplemented with distilled water. At the beginning of the experiment the animals of GP
and GE underwent operation for induction of periodontal disease by ligature. On the 2nd
day postoperative dietary supplementation started. The animals were sacrificed on the 30th
day after surgery, blood samples were collected, the jaws and jaws were removed and X-
rayed. The radiographic processing was automated. Ready radiographic images were
enlarged in pictures and photographed projector. The images were analyzed in a program
and measured the distance of the occlusal edge until the height of alveolar crest. After it
was removed all soft tissue parts, and stained with 1% methylene blue, the pieces were
photographed and the images analyzed by program where you measured the area of

periodontal destruction of cemento- junction to the alveolar crest. Results: The comparison
on the evolution of body weight of the animals showed no differences between the groups.
(P <0.05%). In comparing the number of leukocytes, GE (6666,7- 1471.1) was lower
compared to the GP (9933.4 to 2857.9), p <0.05. In the morphometric analysis, animals that
used glutamine, (116.63 - 22,50mm?), had lower periodontal destruction compared with
those who had the induction of periodontitis by ligation, (from 143.15 to 35.24 mm2), (p <
0.05). Conclusion: Supplementation with glutamine affects the number of leukocytes and
erythrocytes (p <0.05). The radiographic and morphometric analysis glutamine interfere
with the progression of periodontal disease (p <0.05).

Key words: dentistry, glutamine, periodontitis rats.
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1 INTRODUCAO

A glutamina é um aminoacido encontrado livre mais abundante no plasma e no
tecido muscular encontrado de forma abundante no corpo humano, e considerado nao
essencial devido ser sintetizado praticamente em todos os tecidos, principalmente na

musculatura esquelética’.

Em situacdo de grande estresse metabdlico, ocorre diminui¢cdo de sua concentracéo
no plasma e no musculo esquelético. Essa queda é provavelmente causada por aumento
da sua demanda especialmente no figado, rins, intestinos e no sistema imunolégico?. Foi
observada diminuicdo da concentracdo da glutamina em situacdes de sepse, trauma,

desnutricéo e infeccdo®.

A glutamina ndo atua somente como um precursor para a sintese proteica, mas
tambem é um importante intermediario para um grande nimero de vias metabdlicas. E um
precursor que doa nitrogénio para a sintese de purinas, piridinas, nucleotideos e amino-
acucares que sdo necessarios em grande quantidade para a atividade de células imunes®,

além de ser um precursor da glutationa, que é um potente antioxidante’.

Assim sendo, possui participacdo no sistema de defesa do organismo. A diminuicao
de glutamina provoca queda da proliferacdo de linfocitos em resposta a estimulacéo
antigénica. Deste modo, a suplementacdo com glutamina determina menor indice de

infeccao®.

Um ponto de destaque da glutamina sdo os resultados encontrados em pacientes
submetidos a tratamento de radioterapia e quimioterapia frente a lesbes malignas. Apesar
de muitos dos seus mecanismos de acbes ainda serem desconhecidos, acredita-se que

um deles é relacionado a apoptose celular. Parece que ha um fortalecimento das
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estruturas intracelulares capazes de manter a sintese celular e assim, manter ndo somente
a célula em funcionamento, mas evitar novas mortes, além da renovacao e estimulo do

sistema imune e inflamatério®.

As doencas que afetam o periodonto, sdo em geral, processos infecto-inflamatorio
gue se manifestam clinicamente através de uma pequena Ulcera sangrante localizada no
sulco gengival — entre dente e gengiva -, estes processos sao capazes de liberar varios
mediadores quimicos inflamatérios no organismo, causando uma repercussao

sistémica.®%1°

Diante do exposto, espera-se encontrar alguma relacao entre a suplementacdo com

glutamina na patogénese da doenca periodontal.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar se a suplementacdo com glutamina é capaz de interferir na progressao da doenca

periodontal induzida em ratos.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a perda 6ssea radiogréfica causada pela doenca periodontal e observar a

influéncia da glutamina neste processo.

b) Analisar morfometricamente a area onde a doenca sera induzida e observar se a

glutamina interfere neste processo.

c) Avaliar os efeitos da doenca periodontal e da suplementacdo com glutamina sobre a

contagem de leucécitos.

d) Avaliar o efeito da doenca periodontal e da suplementacdo de glutamina sobre a massa

corpoérea dos animais ao longo do experimento.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Doenca periodontal

A doenca periodontal esta presente em mais de 90% da populacdo mundial
variando seu grau de severidade'!, ela acomete os tecidos de suporte ao redor do
elemento dental, cemento, ligamento periodontal, osso alveolar, gengiva**3. A doenca
geralmente comeca por uma inflamacao induzida pelo acumulo de biofilme na parede
dental que afeta inicialmente tecido mole, gengiva, e constitui um processo reversivel
denominado gengivite, com o passar do tempo, a doenca evolui, comeca ocorrer a
destruicdo dos tecidos de suporte, o tecido epitelial que fica aderido ao dente se solta,
formando bolsas periodontais e expondo tecido conjuntivo, o biofilme fica mais virulento,

assim o quadro de periodontite esta instalado™**°.

A periodontite pode se manifestar em diferentes condi¢des clinicas, levando em
conta sua extensdo e severidade'®, evidéncias apontam que sdo varios os fatores que
podem modificar o padréo de progressdo da doenca, dentre eles: tabaco, alcool, doencas

sistémicas como diabetes e AIDS, estresse ¢,

Devido a natureza inflamatéria da periodontite, esta é capaz de liberar na corrente
sanguinea diversos mediadores quimicos, entre eles, fator de necrose tumoral (TNF-a),

diversas interleucinas (IL), IL-1, IL-6, IL-4, IL17 e outros™® % 2°.

3.2 Glutamina

A glutamina é um L-a-aminoécido, mais abundante encontrado no corpo humano,
cerca de 60% do pool de aminoacidos corresponde a glutamina,sua férmula € CsH;oN,O3 e
possui peso molecular de 146 Kilodaltons e pode ser sintetizada por todos os tecidos do

organismo, sendo classificado como aminoacido nédo essencial®® .
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Entretanto esta classificacdo tem sido questionada, nos casos de trauma,
gueimaduras, estresse, atividade fisica intensa (estados catabdlicos) e na acidose, o tecido
muscular é capaz de aumentar a taxa de sintese e liberacdo de glutamina para a corrente
sanguinea, em resposta ao aumento da demanda por outros Orgdos e tecidos. A
concentragdo de glicocorticoides durante estados catabolicos aumenta, levando a
alteracOes fisiolégicas adaptativas como: aumento do fluxo de glutamina do musculo,
aumento da atividade da glutamina sintetase (GS) e diminui¢do dos estoques de glutamina
muscular, devido a situagbes como estas descritas 0 consumo de glutamina passa a ser

maior que sua producdo tornando-a essencial para o organismo*®4+42,

Existem varias enzimas envolvidas no metabolismo da glutamina, entretanto,
apenas duas sao responsaveis pela sua sintese, a partir do glutamato ou por sua
degradacdo, em glutamato, sdo elas: glutamina sintetase (GS) e a glutaminase (GA). A
geracdo de glutamina — pela atividade da GS — também é importante para manter uma
baixa concentracdo de aménia. O acumulo de aménia é responsavel por convulsédo
generalizada, distirbios na neurotransmissao, alteraces no pH intracelular, alteracdes

eletrofisiolégicas, inibicdo enzimatica e alteracdo no transporte de aminoacidos®.

Figura 1. Representa as reaces envolvendo as enzimas GS e GA, no metabolismo da glutamina.
Aménia + Glutamato Glutamina - sintetase Glutamina

Glutaminase
Glutamina Amédnia + Glutamato

Adaptado : Antonio J; Street C #*

Alguns trabalhos demonstram a relacdo da glutamina com o processo inflamatorio,
Schlemmer*®, em 2015, num trabalho envolvendo 100 pacientes com diagnéstico de tumor,
buscou investigar a fadiga, o estado nutricional e o progndstico inflamatério desses

pacientes com o nivel de glutamina plasmatica. Como concluséo foi percebido que nesses
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pacientes, onde a condi¢do inflamatoria é intensa por causa do tumor o nivel de glutamina

plasmatica € menor e esta associado a fadiga.
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4. METODOS

Todos os procedimentos foram realizados somente apos aprovacao pelo comité de
ética em pesquisa da Universidade de Cuiaba (CEP/UNIC), sob numero de registro

050/CEP/UNIC e numero de protocolo 2012-050.

4.1 Animais

Para o presente experimento foram selecionados 48 ratos da espécie Rattus
novergicus da linhagem Wistar, provenientes do biotério da Universidade de Cuiaba —
UNIC, com massa corporal de 349g em média e desvio padrdo de 54g, foram mantidos
com racao balanceada (Nuvilab® - Nuvital Nutrientes S/A, Curitiba, PR, Brasil) e agua ad
libitum, sob ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura controlada de 23°C e umidade de +

50%. Os mesmos passaram por uma adaptacado ao novo ambiente durante 7 dias.

4.2 Grupos de estudo

Apoés o periodo de adaptacdo os animais foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos distintos; Grupo controle (GC); Grupo glutamina (GG); Grupo periodontite (GP);

Grupo experimental (GE); com n=12 em todos 0s grupos.

Grupo controle (GC): Animais saudaveis.

Grupo glutamina (GG): Animais saudaveis que receberam suplementacdo de

glutamina, via oral por gavagem na dose de 1,5g/Kg/dia.

Grupo periodontite (GP): Animais com doenca periodontal induzida.
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Grupo experimental (GE): Animais com doenca periodontal induzida e que

receberem suplementacéo de glutamina, via oral por gavagem na dose de 1,5g/Kg/dia.

GC

N=12
Sem suplementacdo de

Sem doenca induzida e
N=24 ‘ v

N=12
Com suplementacio de

‘ GLN

Animais

N =48 J GP
N=12

Sem suplementacdo de

Com doenca induzida
N=24 ‘

GE
N=12
CGom suplementacio de
GLN

Figura 2: Grupos de estudo

4.3 Inducéo da doenca

No primeiro dia, todos o0s animais foram anestesiados com administracao
intramuscular de 0,1 ml de cloridrato de cetamina (Dopalen, Agribrands. Saude Animal,
Paulinia, SP, Brasil) - 50mg/ml -, associado a 0,05 ml de cloridrato de xilazina (Rompun,
Bayer. Saude Animal, Sdo Paulo, SP. Brasil) -2g por cada 100ml- para cada 100g de peso
corporal. Nos animais dos grupos GP e GE foi feito uma pequena luxagcdo no segundo
molar superior direito e primeiro molar inferior direito e um fio de sutura de seda foi
colocado em volta do dente, induzindo a doenca periodontal, o tempo de permanéncia foi
de 30 dias. Nos animais dos grupos GC e GG foi feito apenas uma pequena luxagao nos
dentes correspondentes. Todos os procedimentos foram feitos pelo mesmo operador que

ja estava previamente treinado.
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4.4 Suplementacdo dietética

No dia seguinte ao ato cirargico deu-se inicio a suplementacao dietética dos animais
com glutamina, para os animais do grupo GG e GE em dose Unica de 1,5g/Kg/dia, em
suspensao a 50%, administrados por gavagem. Com auxilio de uma seringa e uma canula,
0s animais eram imobilizados e todo contetdo era injetado na cavidade oral de forma lenta

para se evitar traumas.

Os animais do grupo GC e GP receberam durante esse periodo agua destilada, com

mesmo volume e administrado de forma igual aos animais do GE GG.

Dia 1 finiciol Diaz2 Dia 30
Inducio  da  |nicig da administracio Eutandsia dos animais.
dosnga GP & geglutamina GEe GG,

GE. dgua destilada GG e GP.

Figura 3: Grafico cronolégico do estudo.

4.5 Sacrificio dos animais

Todos os animais foram sacrificados no 30° dia de experimento, com excesso
anestésico e inalacdo, em sistema fechado de campanula, de éter etilico comercial. Foram
coletadas amostras de sangue venoso, por puncédo da cava, o material foi acondicionado
em frasco préprio, dois frascos por animal, um dos frascos foi para realizacdo de
hemograma e outro para realizacdo de exames laboratoriais. Apés a coleta de sangue
procedeu-se com a retirada da maxila e mandibula que foram fixadas em formol a 10%. Os

animais que evoluiram para oObito durante o experimento foram excluidos das analises.
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4.6 Dados Avaliados

4.6.1 Massa corpOrea

Antes do inicio do experimento, apds quinze dias do inicio, e ao final, no dia da
eutanasia, os animais foram pesados. Foi utilizada balanca eletrdnica para pesagem dos
animais, regulada de acordo com os padrbées do INMETRO (Instituto Nacional de

Metrologia, Qualidade e Tecnologia).

4.6.2 Hemograma

As amostras sanguineas foram mandadas ao laboratério onde se realizou

mensuracao dos leucécitos.

4.6.3 Analise Radiogréfica

As radiografias foram obtidas utilizando-se um aparelho de radiografia dental
convencional do modelo spectro 70x, (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). As pecas
foram colocadas sobre o filme radiografico (Kodak Dental Intraorale- Soeed Film, Sdo
Paulo, SP, Brasil) e o cone foi posicionado perpendicularmente a ele, mantendo uma
distancia de 50 cm, com tempo de exposi¢cao de 0,4 segundo, estando a radiacdo a 70kV e
8 mA. A revelacdo da radiografia foi feita em processadora automatica®. Prontas, as
imagens radiograficas foram ampliadas em projetor de imagens e fotografadas. As
imagens foram analisadas por um software ImagelLab (DiraconBio Informatica Ltda.
Vargem Grande do Sul, SP, Brasil). O parametro analisado foi a distancia em mm da borda
oclusal até o apice da crista éssea alveolar entre o segundo e o primeiro molar de todas as

arcadas.
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Figura 4: Parametro avaliado na analise radiogréfica.

4.6.4 Andlise Morfométrica

Para analise morfométrica as pecas foram imersas em agua oxigenada a 30%, por
duas horas e foram removidos os tecidos moles com gaze, seguindo coloracdo com azul
de metileno a 1% por 30 minutos e lavagem em agua corrente para a remo¢ao do excesso
de corante. As pecas foram secas e as imagens capturadas por uma maquina fotogréfica
de alta resolugéo. O parametro analisado foi a &rea em mm? de perda éssea entre a juncao
cemento- esmalte a crista 6éssea alveolar, na regido vestibular, nos elementos em que a

doenca havia sido induzida, as mensuracfes foram feitas com ajuda do software ImageLab

(DiraconBio Informéatica Ltda. Vargem Grande do Sul, SP, Brasil).

Figura 5: Parametro avaliado na analise morfométrica.
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4.7 Andlise estatistica

Conforme os dados analisados foram propostos os testes julgados adequados,
sempre observando a condicdo de homogeneidade e normalidade entre as variancias
através do teste de Levene e Shapiro-Wilk. Para os dados de massa corpérea foi utilizado
o teste de analise de variancia de uma via, ANOVA one- way, com post hoc Tukey, o nivel
de significancia adotado foi de 5% (p<0,05). Para os dados do hemograma, radiograficos e
morfométricos foi adotado o teste estatistico de analise de variancia de duas vias, ANOVA
multi- way, adotando nivel de significancia de 5% (p<0,05) para os fatores analisados,
neste caso: saude ou doenca; e uso ou ndo de suplementacdo com glutamina. Todos os
célculos e gréaficos foram realizados através dos programas: SPSS para Windows 17.0

(Statistical Package for Social Scienses).

5. RESULTADOS

Do total de 48 animais, 3 animais vieram a Obito ainda na primeira semana de
estudo, dois do grupo controle e um do grupo experimental, esses animais foram excluidos
da analise estatistica. Nao houve diferenca estatistica quanto aos obitos. (p=0,2712. Teste

qui quadrado).
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5.1 Massa Corporea

Tabela 1: Comparacdo entre as massas corpdreas dos animais durante o
experimento.

GRUPO MASSA INICIAL MASSA D15 MASSA D30
MEDIA DP MEDIA DP MEDIA DP
GC 359,72 58,6 376,652 58,1 354,12 56,8
GG 361,17° 34,9 349,5°5° 28,2 352,1°P 29,6
GP 339,6"° 70,1 339,28¢ 54,3 338,5¢ 60,7
GE 336,4" 50,9 358,6°¢ 35,1 342,9% 33,5

ANOVA de uma via com post hoc Tukey. Letras maildsculas iguais significam
auséncia de diferenca estatistica (p>0,05) na coluna. Letras mindsculas iguais
significam auséncia de diferenca estatistica (p>0,05) na linha. GC: grupo controle;
GG: grupo glutamina; GP: grupo periodontite; GE: grupo experimental. DP: desvio
padréo.

A tabela 1 compara a massa corporal entre 0os animais no inicio, meio e fim do
experimento, percebeu-se que ndo ha diferencas estatisticas das médias entre 0s grupos.

Também ndo ha diferenca na massa corporal intra- grupo ao longo do experimento.

5.2 Hemograma

Tabela 2: Média do numero de leucécitos dos animais.

Grupo Média DP

GC 5216,6° 1717,2
GG 6754.5° 1973,0
GP 9933.3° 2857,95
GE 6666.6° 1471,1

ANOVA com post hoc Tukey. Letra diferente significa diferenca estatistica (p<0,05).
GC: grupo controle; GG: grupo glutamina; GP: grupo periodontite; GE: grupo

experimental; DP: Desvio padrao.

A tabela 2 mostra que o GP tem uma média de leucdcitos maior e estatisticamente
significante quando comparado aos demais grupos, € possivel perceber também auséncia

de diferenca estatistica entre GC, GG e GE.
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5.3 Analise Radiogréfica e Morfométrica

Tabela 3: Média da perda éssea obtida na andlise radiogréfica.

Fator Média Desvio Padréo
Controle 11,69 1,21
Glutamina 16,89 3,94
Glutamina 16,89" 3,94
Periodontite 18,917 2,25
Controle 11,69% 1,21
Periodontite 18,91* 2,25

ANOVA de duas vias. * Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,001); * Diferenca
estatistica entre os grupos (p<0,001); Diferenca estatistica entre 0s grupos
(p<0,001); As medidas utilizadas referem-se as mensuracdes feitas em milimetros no
periodonto destruido.

Tabela 4. Média da destruicdo do periodonto obtidos na anédlise morfométrica.

Fator Média Desvio Padrao
Glutamina *116,63 22,50
Controle *82,32 7,84
Periodontite #143,15 35,24
Glutamina 116,63 22,50
Periodontite 143,15 35,24
Controle 82,32 7,48

ANOVA de duas vias. * Diferenca estatistica entre os grupos (p<0,001); * Diferenca
estatistica entre os grupos (p<0,001); $Diferenc;a estatistica entre os grupos (p<0,001);
As medidas utilizadas referem-se as mensuracfes feitas em milimetros quadrados
(mm?) no periodonto destruido.

Ao observar as tabelas 3 e 4, analise radiografica e analise morfométrica

respectivamente, os resultados obtidos estdo em concordancia. O fator doenca



28

isoladamente interferiu de maneira significante (p <0,001) no desfecho, que neste caso € a
medida da perda Ossea radiografica mensurada em milimetros e a destruicdo Ossea
mensurada em mm?. Da mesma forma o fator suplementacdo com glutamina isoladamente
exerce uma influéncia significativa (p<0,001) nos parametros analisados. Nota-se, na
mesma linha de comportamento, que a suplementagdo com glutamina também exerce
sobre os animais com doenca induzida uma influéncia significativa do ponto de vista
estatistico (p<0,001) capaz de modificar o padrédo de resposta, percebido tanto na analise

radiografica quanto na analise morfométrica.

Y

N

Figura 6: Radiografia da mandibula Figura 7: Radiografia da mandibula do

do animal do GC. animal do GP.

Figura 8 : Maxila do GC corada com azul de metileno.
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Figura 9 : Maxila do GP corada com azul de metileno.

6. DISCUSSAO

Diferentes modelos envolvendo animais podem ser empregados para avaliar a
progressdo da doenca periodontal, contudo, neste estudo optou-se por executar em ratos
devido as grandes semelhancas com humanos no padrdo de resposta, baixo custo de
pesquisa, facil manuseio, semelhanca quanto a anatomia de molares?>. O método de
colocacéo do fio de seda ao redor dos molares para a indu¢édo da doenca também tem sido

23, 24, 25,26,35

amplamente empregado por diversos trabalhos e neste trabalho mais uma vez

se mostrou eficaz.

1>/, em 2009, publicou um estudo com objetivo de avaliar a influéncia da

Bendyk et a
suplementacdo com Omega -3 na doenca periodontal. Para isso contou com 70 ratos,
divididos em dois grupos, ambos os grupos tiveram a doenca periodontal induzida, apos 25
dias foram sacrificados e suas arcadas analisadas, nesse estudo foi possivel concluir que
0 Omega-3 foi capaz de modular a inflamagéo periodontal. Este trabalho estd4 de acordo

com o presente experimento pelo fato de ambos utilizarem imunonutrientes como fator

para modular a doenca periodontal.



30

Porém, a simples suplementacdo alimentar ndo é capaz de interferir no padrdo de
progressdo da doenca periodontal, é necessario que tal nutriente tenha participacdo em

vias metabdlicas que modulem o processo inflamataorio.

E importante ressaltar que o simples aumento de massa corporal ao contrario torna-
se um fator negativo na etiopatogenia da periodontite. Um ensaio com 28 ratos divididos
em dois grupos, um com dieta regular e outro grupo com dieta com alto teor de acgUcar e
gordura, depois de 17 semanas os animais foram examinados para ver o aparecimento de
periodontite esponténea, e o aumento de massa corporal. Como concluséo foi observado
gue o grupo com dieta com alto teor de acucar e gordura teve uma maior ocorréncia de
periodontite espontanea, além do aumento de massa corporal significativo*®. Outros
estudos em humanos ja encontraram a mesma hipdtese®®, entretanto o assunto n&o é

claro.*’

Nesse sentido, Simch et al.?®, em 2008, num experimento com 30 ratas, divididas
em dois grupos, um com dieta regular com 16 ratas e outro com 14 ratas com dieta
hipercal6rica, o objetivo do trabalho era observar se o ganho de massa corporal
influenciaria na progressdo de doenca periodontal, ambos os grupos tiveram doenca
periodontal induzida pelo mesmo método deste presente estudo. Ao fim deste experimento
foi possivel concluir que o aumento da massa corpdérea ou o aumento da ingestdo de
alimentos que ndo exercam efeito nas vias inflamatérias do organismo, ndo sao capazes

de alterar o padrao de progressao da doenca periodontal.

Em 2012, Verzeletti et al*®, num estudo com 24 ratas divididas em dois grupos, uma
com dieta regular com 11 ratas e outro grupo com dieta com alto teor de acucar e gordura
com 13 ratas, foi induzido doenca periodontal em todos os animais e depois de 30 dias da
indugdo da doencga os animais foram sacrificados. Foi feito a analise morfométrica e

constatou-se que a obesidade pode agravar a doenca periodontal.
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Neste estudo, os animais foram divididos em quatro grupos distintos, os animais do
GC e GP foram submetidos a gavagem contendo agua destilada com o objetivo de simular
0 manuseio com o animal, porém ndo receberam nenhum tipo de suplementagéo oral, o
Gnico alimento era a propria racdo que ja recebiam, justificativa que se faz pela
necessidade de se estabelecer grupos de controle sem interferéncia de nenhuma
substancia e pelo fato que a suplementacado ou ndo com outro aminoacido sem funcéo de

imunonutricdo ndo causaria diferenca no padrao de resposta para doenca periodontal.

Quanto ao método de andlise morfométrica, existem varios trabalhos na literatura
que o validam?® 30313233 Fernades et al*®, em 2007, num estudo experimental comparou a
analise morfométrica com a analise histologica com objetivo de verificar se havia diferenca
entre os meétodos. Para o estudo foram selecionados 10 ratos wistar e divididos em dois
grupos, em todos os animais a doenca periodontal foi induzida, ao final, retirou-se as
maxilas, 5 foram para andlise histolégica e cinco para andlise morfométrica, como
conclusdo os autores ndo encontraram diferencas quantos as mensuracdes feitas em

ambos 0s métodos.

O método utilizado para andlise radiografica também esta em acordo com diversos
trabalhos publicados?! 3% ** Semenoff et al**, em 2013, buscou avaliar o efeito do estresse
cronico em ratos recém nascido na progressao de doenca periodontal quando adultos.
Para andlise da destruicdo Ossea periodontal foi utilizado o método radiogréafico

semelhante ao utilizado neste presente experimento.

A suplementagcdo com imunonutrientes tém de forma geral modulado o processo
inflamatério e oxidativo, favorecendo a recuperacéo do organismo. Gouvéa-Junior et al®®,
em 2011, com o objetivo de avaliar os efeitos na protecdo antioxidante plasmatica e na

lesdo tecidual renal e pulmonar da glutamina administrada por via oral precedendo a
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isquemia/ reperfusdo renal, 33 ratos foram selecionados e submetidos a nefrectomia a
direita, e divididos em trés grupos, glutamina, controle e sham. 14 dias apds procedeu-se a
isquemia e reperfusdo a esquerda. Ao fim do experimento conclui-se que a glutamina

melhora os niveis da capacidade antioxidante total.

Liu et al®’

, em 2014, num estudo de meta-analise, procurou buscar evidéncias da
associacao de doenca periodontal crénica a biomarcadores do estresse oxidativo. De 329
artigos procurados, foram selecionados 16 por serem de grande impacto cientifico. Os
autores concluiram que a capacidade antioxidante total fica diminuida na presenca de

periodontite crénica e que os niveis de malondialdeido e 6xido nitrico ficam mais elevados

guando comparados a pacientes saudaveis.

Este estudo parece estar em sintonia com todos o0s outros trabalhos aqui
apresentados, a relagéo entre glutamina e doenca periodontal precisa ser mais explorada
ja que a literatura atual carece de informacfes a esse respeito, espera-se assim que 0S
dados aqui produzidos sejam usados para colaborar com novas pesquisas e um dia chegar

a aplicacao clinica trazendo beneficios ao homem.
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7. CONCLUSAO

1. O modelo experimental apresentado de inducdo da doenca periodontal € eficaz.

2. A massa corporea dos animais suplementados com glutamina ndo difere, em

comparacao com animais ndo suplementados, ao longo do experimento.

3. A glutamina interfere favoravelmente no nimero de leucécitos dos animais com

doenca periodontal.

4. A glutamina diminui a perda 0ssea causada pela periodontite induzida, avaliado

na analise radiogréafica e morfométrica.
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