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RESUMO

A dehidroepiandrosterona (DHEA) é o horménio esteroidal mais abundante no corpo
humano e esta associada a producdo dos hormdnios estrogénio e testosterona.
Esse estudo teve como objetivo avaliar os feitos locais e sistémicos da
dehidroepiandrosterona (DHEA) em ratas ovariectomizadas com periodontite
induzida. A metodologia do estudo consistiu em realizar ovariectomia em ratas e
posteriormente induzir a periodontite, feito isso foram administradas diferentes
formulag&o por um periodo de 20 dias. Passado este periodo foi feita a analise dos
parametros clinicos orais, altura Osseas alveolar e presenga da enzima
mieloperoxidase no tecido gengival e avaliar os tecidos hepaticos e uterino foi
realizado a dosagem da enzima mieloperoxidase e avaliagdo histopatoldgica. A
periodontite induzida por ligadura causou alteragdes clinicas e morfométricas no
tecido periodontal, comprovado pelo aumento da perda 6ssea alveolar, dos indices
de sangramento gengival e profundidade da bolsa. O tratamento de animais com
DHEA nao foi capaz de reduzir os parametros inflamatorios orais e perda dssea
alveolar caracteristica da doenca. Além disso, o estudo demonstra que a
periodontite pode induzir inflamagcdo uterina em animais ovariectomizados,
considerando que o grupo de animais ovariectomizados e com periodontite induzida
apresentou significativo estresse oxidativo no tecido uterino e histologia compativel
com processo inflamatério. Foi possivel observar um efeito positivo da
suplementacado de DHEA sobre o tecido hepatico dos animais ovariectomizados com
periodontite. Houve uma preservagao da estrutura dos hepatdcitos e dos espacgos
sinusoides nos grupos suplementados, o que ndo foi observado no grupo sem
suplementagdo. O tratamento de animais com DHEA néao foi capaz de reduzir os
parametros inflamatorios orais e perda éssea alveolar caracteristica da doenca.
Portanto, apesar de néo ter uma acgéo protetora no tecido gengival, podendo até
acentuar o estresse oxidativo decorrente da ovariectomia, da indu¢ao da periodontite
ou da associagdo de ambos, a admistracdo de DHEA pode ter protegido o tecido
uterino contra a agao da inflamagéo na dose de 25 mg/kg, considerando a analise da
mieloperoxidase e da histologia do tecido uterino. Além disso, o estudo demonstra
que a periodontite pode induzir inflamagao uterina em animais ovariectomizados,
considerando que o grupo de animais ovariectomizados e com periodontite induzida
apresentou significativo estresse oxidativo no tecido uterino e histologia compativel
com processo inflamatério. Ademais, foi possivel observar um efeito positivo da
suplementacado de DHEA sobre o tecido hepatico dos animais ovariectomizados com
periodontite.

Palavars-chave: Dehidroepiandrosterona, Extresse oxidativo, Inflamagéo,
Periodontite.



ABSTRACT

Periodontitis is a bacterial inflammatory disease characterized by connective tissue
rupture, loss of attachment of ligaments and resorption of alveolar bone, which may
lead to tooth loss. Dehydroepiandrosterone (DHEA) is the most abundant steroid
hormone in the human body and is associated with the production of the hormones
estrogen and testosterone. This study aimed to investigate the local and systemic
effects of dehydroepiandrosterone supplementation on periodontitis in
ovariectomized rats submitted to a model of induction of periodontitis by ligature. The
study methodology consisted of performing ovariectomy on the rats and
subsequently inducing periodontitis, after which the pharmaceutical solutions
proposed in the work were administered for a period of 20 days. After the
experimental days, the analysis of the oral clinical parameters, alveolar bone height
and the presence of the myeloperoxidase enzyme in the gingival tissue was carried
out. To evaluate the hepatic and uterine tissues, the dosage of the myeloperoxidase
enzyme and histopathological evaluation were performed. Ligature-induced
periodontitis caused clinical and morphometric changes in periodontal tissue, as
evidenced by increased alveolar bone loss, gingival bleeding rates and pocket depth.
The treatment of animals with DHEA was not able to reduce the oral inflammatory
parameters and alveolar bone loss characteristic of the disease. In addition, the
study demonstrates that periodontitis can induce uterine inflammation in
ovariectomized animals, considering that the group of ovariectomized animals with
induced periodontitis showed significant oxidative stress in the uterine tissue and
histology compatible with an inflammatory process. It was possible to observe a
positive effect of DHEA supplementation on the liver tissue of ovariectomized
animals with periodontitis. There was preservation of the structure of hepatocytes
and sinusoid spaces in the supplemented groups, which was not observed in the
group without supplementation. The treatment of animals with DHEA was not able to
reduce the oral inflammatory parameters and alveolar bone loss characteristic of the
disease. Therefore, new experiments with different doses of DHEA are necessary to
evaluate the effects of supplementation of the substance in relation to periodontitis.
Although it does not have a protective action on the gingival tissue, and may even
accentuate the oxidative stress resulting from the ovariectomy, the induction of
periodontitis or the combination of both, it may have protected the uterine tissue
against the action of inflammation at a dose of 25 mg/kg, considering the
myeloperoxidase analysis and the histology of the uterine tissue. In addition, the
study demonstrates that periodontitis can induce uterine inflammation in
ovariectomized animals, considering that the group of ovariectomized animals with
induced periodontitis showed significant oxidative stress in the uterine tissue and
histology compatible with an inflammatory process. It was possible to observe a
positive effect of DHEA supplementation on the liver tissue of ovariectomized
animals with periodontitis.

Keywords: Dehydroepiandrosterone, Oxidative stress, Inflammation, Periodontitis.
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1 INTRODUGAO

A periodontite € uma doenca inflamatéria bacteriana caracterizada pela
ruptura do tecido conjuntivo, pela perda da insergéo dos ligamentos e reabsorgéo do
osso alveolar, podendo levar a perda do dente. O biofilme bacteriano é o fator
etiologico primario na periodontite, aderindo-se a superficie dentaria desencadea
uma reacgao inflamatéria intensa, degradando a matriz extracelular ocasionando a
reabsor¢cdo do osso alveolar, conduzindo a uma perda irreversivel da insercdo do
tecido periodontal (HUANG et al., 2020).

Estudos recentes apontam que a periodontite causa danos além da regiédo
oral, atingindo outros 6rgdos, como o figado, onde foi relacionada com a doenca
hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA) (CARVAHO et al., 2017), apresentando
hepatocitos com esteatose microvesicular, perda da organizagao tecidual, congestao
dos vasos sinusoides, hepatocitos binucleados e altos niveis de fosfatase. Um dos
mecanismos associados a esse efeito sisttmico é o estresse oxidativo
(VASCONCELOS et al.,, 2019). Outros o6rgaos também podem sofrer efeitos
sistémicos como os rins (FRANCA et al., 2017) e o coragado (SANZ et al., 2020). No
entanto, outras variaveis biolégicas podem interferir na prevaléncia e gravidade da
periodontite, entre essas esta o desequilibrio na producgao e liberacdo dos horménios
sexuais (MEDEIROS; MAITELLI; NINCE, 2007).

A dehidroepiandrosterona (DHEA) € o hormdnio esteroidal mais abundante
no corpo humano e estda associada a producdo dos hormébnios estrogénio e
testosterona (VILLAREAL et al.,, 2000). Um inevitavel desequilibrio na produgao
desse horménios pode desencadear a menopausa por exemplo. Nessa condi¢ao, ha
diminuigdo da concentragdo desses horménios, o que acarreta em impactos
negativos na mucosa vaginal e, também, na mucosa oral, visto que ambos os
tecidos tém receptores para esses horménios (MEDEIROS; MAITELLI; NINCE,
2007)

Os hormonios esterdides sexuais, para além das suas fungdes especificas,
sdo também responsaveis pela saude periodontal, pela manutencdo da arquitetura
do periodonto e seus constituintes, nomeadamente: gengiva, cemento, ligamento
periodontal e osso alveolar. Essas hormonas tém a capacidade de poder originar
mudangas ao nivel dos mediadores inflamatoérios, crescimento e diferenciagdo de

fibroblastos e permeabilidade vascular. Osteoblastos e fibroblastos presentes no
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tecido periodontal, afetam a saude do periodonto através da resposta dos seus
recetores de estrogénio aos diferentes niveis de hormonas, nos diferentes estadios
da vida reprodutiva (BERTULUCCI et al., 2012; SURI & SURI, 2014).

Outras consequéncias da diminuigdo do estrégeno € tornar as células da
mucosa oral mais susceptiveis a danos motores locais e mais vulneraveis a
infeccbes. Mudangas na secregdo e consisténcia da saliva também sao
consequéncia dessa diminuicdo. Assim, em mulheres na menopausa, ha um risco
aumentado para o desenvolvimento de caries e doencas (CIESIELSKA et al., 2021).
Na periodontite, a inflamag&o € protagonizada por neutrofilos, onde as citocinas pro-
inflamatorias liberadas caem na corrente sanguinea e, somado ao estresse oxidativo
resultante da resposta inflamatdoria ao biofilme, causam danos sistémicos. Ademais,
estudos mostram que, no periodo da menopausa, a oesteoporose esta fortemente
associada ao risco de desenvolver periodontite, principalmente nos quatro primeiros
anos apos o inicio da menopausa. A diminuigdo dos niveis de estrdgeno, derivado
do DHEA, impulsiona a formagao de citocinas de reabsor¢cdo 6ssea, como RANKL,
TNF-a e interleucina 1, que contribuem para o enfraquecimento ésseo (LEE, 2022).

Sendo assim, a suplementacdo com DHEA promove ag¢ao sobre o
metabolismo celular e € capaz de aumentar os niveis plasmaticos de
androstenediona, testosterona, estradiol e estrona em homens e mulheres
promovendo uma melhora significativa nos parametros enddcrinos, metabdlicos e
psicolégicos dos individuos que fazem o uso desse horménio (MEDEIROS;
MAITELLI; NINCE, 2007). Essa suplementagdo com DHEA é realizada por algumas
mulheres na menopausa como método auxiliar na adequagdo dos niveis de
hormonios sexuais (LI et al., 2020), mas as consequéncias hepaticas e de outros
orgaos dessa extratégia ainda ndo foi avaliada em mulheres na menopausa com
doencgas periodontais.

Assim, diante das descobertas das diferentes agbes farmacoldgicas da
DHEA, da estratégia de algumas mulheres na menopausa de utilizarem a
suplementagcdo dessa substadncia para auxiliar na regulagdo dos hormonénios
sexuais, das caracteristicas da periodontite como doenca inflamatéria capaz de
causar efeitos sistémicos e das variagdes hormonais que ocorre em mulheres no
periodo da menopausa, o presente estudo investigou os efeitos locais e sistémicos
da suplementacdo com dehidroepiandrosterona em ratas ovariectomizadas e

submetidas a um modelo de indugdo da periodontite por ligadura.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Periodontite

As doencgas periodontais afetam cerca de 538 milhées de adultos em todo o
mundo (KASSEBAUM et al.,, 2017). Especificamente, a periodontite, uma das
principais doengas periodontais, a mesma pode causar destruicdo do ligamento
periodontal, osso alveolar ao redor dos dentes e, ocasionalmente, pode favorecer a
perda dentaria (ARMINGOHAR et al., 2014) (Figura 1). Em diferentes regides do
mundo varia significativamente uma elevada prevaléncia de periodontite, onde nos
EUA atinge cerca de 50% da populagao; na América do Sul, inclusive no Brasil,
existe pouca informacdo devido uma grande caréncia de estudos com uma
adequada metodologia (TEIXEIRA, et al., 2019).

O fator etioldgico primario na periodontite € o biofilme polimicrobiano
formado nas superficies dos dentes denominado placa bacteriana (KAMBALYAL et
al., 2015). No entanto, outras variaveis bioldégicas podem interferir na prevaléncia e
gravidade da doenga periodontal, entre essas esta o desequilibrio na producéo e
liberagdo dos hormoénios sexuais (ZULKEPLE, et al., 2016; SURI; SURI, 2014). O
eixo hipdfise-adrenal (HPA) responde a agao induzida por estressores, fazendo com
que o hipotalamo secrete corticotropina. Em resposta, a hipdfise libera horménio
adrenocorticotrépico (ACTH), estimulando o cértex adrenal liberando glicocorticoides
(FLIER et al., 1995).

Os glicocorticoides agem em locais inflamatérios reduzindo o numero de
células do sistema imune, inibindo a producdo de citocinas e o acumulo de
macréfagos (SCANNAPIECO; GERSHOVICH, 2020). O cortisol, principal
glicocorticoide, €& conhecido como um biomarcador de estresse, podendo
desempenhar um papel importante na patogénese da periodontite, desempenhando
um efeito inibitdrio nas respostas imunes (DUBAR, M. et al., 2020).
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Figura 1. Imagem ilustrativa de um dente saudavel apresentando os tecidos
periodontais integros e um dente com periodontite, demonstrando a presenga do
biofilme, formacéo de bolsa periodontal e perda éssea alveolar.

Dente Dente com
saudavel periodontite ...
Nivel bacteriana
4sseo e tartaro

Esmalte
»\

A

saudavel
Bolsa

periodontal
e ’\ Inflamacao

Gengiva
saudavel

Fonte: www.semprebem.com.br

2.2 Periodontite e o Estresse Oxidativo

A periodontite € uma doenca inflamatéria que afeta os tecidos de suporte
dos dentes, como a gengiva, o ligamento periodontal, cemento e o osso alveolar,
causando-lhes destruicdo decorrente de uma infecgdo bacteriana somada a uma
resposta inflamatodria intensa que pode ter influéncia na saude sistémica (WANG,
ANDRUKHOV; RAUSCH-FAN, 2017). Muitos estudos associam a periodontite a
outras doengas sistémicas e a consideram como fator de risco para algumas
moléstias cardiovasculares, respiratérias, enddcrinas, musculoesqueléticas e
relacionadas ao sistema reprodutor (ARIGBEDE, BABATOPE & BAMIDELE, 2012).

Sugere-se que a carga bacteriana da doenga periodontal € a contribuigdo
da periodontite para outras complicagdes sistémicas, considerando que a intensa
resposta inflamatdria contribui para a fisiopatologia dessas complicagdes (GENCO &
SANZ, 2020). Essa intensa resposta inflamatéria € mediada por células, como
neutrofilos e macrofagos, que aumentam a produgao de EROs como mecanismo de
combate aos patdgenos invasores. Essas EROs, em condi¢bes normais, sao
utilizadas como mecanismo de defesa do organismo, mas, quando produzidas em
excesso, podem causar dano tecidual direto envolvendo a peroxidagao de lipideos,
danos no DNA, nas proteinas e a oxidagao de importantes enzimas.
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Naturalmente, ha um sistema antioxidante que equilibra a acao das EROs,
composto por superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa dismutase
(GPx) entre outras, impedindo os danos supracitados, porém, esse sistema nao
impede os danos caso exista uma superprodu¢cao de EROs, como na periodontite.
Varios estudos, além de associar o aumento da produgdo de EROs a periodontite,
também verificaram uma diminuicdo da atividade de substancias antioxidantes,
como SOD e CAT, nessa doenca (WANG, ANDRUKHOV; RAUSCH-FAN, 2017). Em
pormenores, 0s neutréfilos, a primeira linha de defesa celular contra o biofilme
bacteriano, tornamse abundante nos tecidos gengival e periodontal, tornando-se a
principal fonte de EROs nessa doenca. Essa produgdo de EROs é decorrente de
uma via metabdlica denominada de burst oxidativo durante a fagocitose.

Estudos também sugerem que pessoas com periodontite possuem
neutrofilos com um fendtipo hiper-reativo e que, mesmo sem estimulos, esses
neutrofilos liberam mais EROs que os neutréfilos de pacientes saudaveis, assim,
contribuindo para patologias sistémicas (WANG, ANDRUKHOV & RAUSCH-FAN,
2017).

2.3 Estrutura do Tecido Uterino

O utero é um 6rgao muscular, oco e com trés camadas distintas: uma
camada externa de tecido conjuntivo e mesotélio (camada serosa), uma camada de
musculo liso interna (miométrio) e uma camada mucosa (endométrio) (Figura 2). O
miométrio € a camada mais espessa e € composto por fibras de musculo liso
dispostas em quatro camadas, com a presenga de grandes vasos sanguineos. O
endomeétrio € composto por um tecido epitelial de revestimento e uma lamina prépria
que contém glandulas tubulares simples. O epitélio das glandulas € composto de
células colunares simples com células secretoras. A |amina propria € rica em
fibroblastos e matriz extracelular (FERNANDES et al., 2019).
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Figura 2. Histologia do utero de rata. Corado com HE. Linha preta: endométrio.
Linha azul: miométrio. Linha vermelha: camada serosa.

Fonte: Histologia UNB, com adaptacgoes.
2.4 Estrutura do Tecido Hepatico

O tecido hepatico é revestido por uma capsula delgada de tecido conjuntivo
denso ndo modelado, capsula de Glisson, recoberto pelo periténio.
O tecido conjuntivo da capsula estende-se para o interior do parénquima hepatico,
onde se observa unidades estruturais chamadas Iébulos hepaticos. Compostos
também por células ndo parenquimatosas como: células de Kupffer, células
endoteliais e células estreladas hepaticas que desempenham fungdes hepaticas em
colaboragdo com os hepatécitos (Figura 3). O espago entre células nao
parenquimatosas do figado e os hepatdcitos € preenchido com um material rico em
proteinas chamado Espaco de Disse. Este espago desempenha um papel
importante na fungdo hepatica através da regulacdo da troca de materiais e
nutrientes entre as células endoteliais e os hepatdcitos. No nivel celular, a triade
portal consiste em ramos terminais adjacentes e paralelos de ductos biliares,
vénulas portais e arteriolas hepaticas que margeiam os hepatdcitos (HOSSEINI et
al., 2019).
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Figura 3. Imagem histologica demonstrando a presenga de uma veia central (VC) e
hepatdécitos (H)

N

Fonte: ALOIA, 2010.

2.5 Menopausa

A menopausa provoca mudangas biolégicas e enddcrinas nas mulheres,
associadas, principalmente, a produgdo de horménios sexuais (Figura 4). Nesse
periodo, ocorre significativa redugdao de horménios, como o estrogeno e a
progesterona, podendo ser um fator agravante para o desenvolvimento da
periodontite, pois as variagdes nos niveis hormonais afetam diretamente a cavidade
oral, pelo fato da mucosa oral conter receptores desses horménios (ZULKEPLE, et
al., 2016; SURI; SURI, 2014). Ademais, os niveis de testosterona, hormdnio também
produzido por mulheres, estdo diretamente relacionados ao metabolismo ésseo no
processo inflamatério, e podem influenciar diretamente nas alteracbes osseas
causadas pela periodontite (HUBER et al., 2001; MICHAEL et al., 2005).
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Figura 4. Grafico demonstrando a redugao na produg¢ao de horménios nas mulheres
como a progesterona e estrogénia, a partir dos 35 anos, agravando-se na
menopausa.

Estrogénio _\ Estrogénio
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Fonte: www. andreiatorres.com.br

2.6 DHEA

A dehidroepiandrosterona (DHEA) € o hormdnio esteroidal mais abundante
no corpo humano e esta diretamente associado a produgcdo de estrogénio e
testosterona (VILLAREAL et al., 2000). E o principal precursor dos horménios
androgénios, sendo produzido nos ovarios, adrenal e derivada do sulfato de
dehidroepiandrosterona (S-DHEA) sanguineo. A DHEA, na pds-menopausa,
apresenta queda de 60%, podendo causar comprometimento dos ossos, cérebro,
vagina, e no metabolismo de lipidios, insulina e glicose (LABRIE et al., 2005).

Mais especificamente, a suplementacdo com DHEA promove agao sobre o
metabolismo celular, e €& capaz de aumentar o0s niveis plasmaticos de
androstenediona, testosterona, estradiol e estrona em homens e mulheres,
promovendo dessa forma melhora significativa nos parédmetros endocrinos,
metabdlicos e psicologicos nos individuos que fazem uso da suplementagdo com
esse hormonio (GENAZZANI et al., 2001).

Bhawna et al. (2013) selecionaram 100 pacientes que foram submetidas a
remogao do utero, colo do utero, tubas uterinas e ovarios, independente da faixa
etaria e indicagao de cirurgia. Entre as participantes, 25 mulheres receberam doses
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diarias de DHEA durante 12 meses e foi observado redug&o significativa na
ocorréncia de sintomas vasomotores, psicologicos, sexuais e geniturinarios comuns
no climatério. Ke et al. (2015) e Labrie et al. (2016) estudaram os niveis séricos de
esteroides e metabolitos sexuais apos 12 semanas de administrag&o intravaginal de
DHEA em 325 mulheres na pds-menopausa, com concentracdes seéricas de
esteroides dentro dos valores normais, mas que apresentavam dor na atividade
sexual como sintoma associado a atrofia vulvovaginal.

Os dados obtidos nesse estudo confirmam que a DHEA pode ser convertida
intracelularmente em estrogénios e andrégenos com ag&o restrita ao sitio de
administragdo do hormoénio, sem liberagao significativa na circulagdo, evitando
provaveis efeitos sistémicos. O presente estudo mostrou também efeitos positivos
sobre as células parabasais, percentagem de células superficiais, pH vaginal e
diminui¢do na dor durante a atividade sexual, bem como redugéo da secura vaginal
das mulheres tratadas com DHEA. Labrie et al. (2016) ainda confirmaram parte dos
resultados descritos acima ao estudarem os efeitos sistémicos da administragcéo
diaria, via intravaginal, de baixas doses de DHEA em 40 mulheres, com idade entre
53 e 69 anos, que sofriam de sintomas de moderado a grave de atrofia vaginal na
pos-menopausa. O estudo mostrou que nao ocorreram variagdes significativas nos
niveis seéricos de estradiol, testosterona, DHEA ou de seus metabdlitos,
confirmando, assim, a agao localizada da droga e a seguranga desse protocolo de

tratamento.
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Figura 5. Efeitos da dehidroepiandrosterona em varios tecidos e 6rgdos baseado
nas informacdes da literatura.

Fonte: Modificado de TRAISH et al., 2011.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os feitos locais e sistémicos da dehidroepiandrosterona (DHEA) em

ratas ovariectomizadas com periodontite induzida.

3.2 Objetivos especificos

o Avaliar os efeitos da dehidroepiandrosterona (DHEA) sobre os parametros
clinicos inflamatdrios periodontais: indice gengival, indice de profundidade de
sondagem e mobilidade dentaria no modelo de periodontite induzida;

o Analisar os efeitos da dehidroepiandrosterona (DHEA) sobre a reabsorgao

ossea por meio da histomorfometria;

. Realizar a dosagem da Enzima Mieloperoxidase nos tecidos gengivais,

hepaticos e uterinos;
o Avaliar o figado dos animais por meio de parametros histologicos;

o Avaliar o utero dos animais por meio de parametros histolégicos.
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4 METODOLOGIA

4.1. Caracterizagao da pesquisa

Trata-se de um estudo analitico experimental sobre os efeitos da
suplementagdo com DHEA de ratas da variedade Wistar (Rattus norvegicus)
ovariectomizadas sobre as caracteristicas clinico-patologicas de seus tecidos
periodontais, hepaticos e uteros, apos serem submetidas a um modelo de indugéo
da periodontite.

4.2 Critérios éticos

Este projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Delta do Parnaiba, n° do registro 004/19, Campus Ministro
Reis Velloso, em Parnaiba-Pl. Todos os tratamentos e procedimentos realizados nos
animais estavam de acordo com a lei N° 11.794 de 8 de outubro de 2008, com as
normas internacionais do uso de animais em pesquisa cientifica e com o Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), além de respeitar a legislagédo
vigente com relagcéo a eutanasia de animais descrita na Normativa N° 37, CONCEA,
2018.

4.3 Animais

Foram utilizados animais com mais de 3 meses de idade obtidos no Biotério
Geral da Universidade Federal do Delta do Parnaiba, pesando entre 200 + 260g.
Esses animais foram mantidos sob condigbes padronizadas (ciclos de claro e escuro
de 12 horas, a temperatura de 22 + 2°C e com livre acesso a agua e alimentos - ad
libitum) em ambiente reservado e destinado ao experimento com animais do Nucleo
de Pesquisa Pds-graduagdo do Campus Universitario Ministro Reis Velloso

garantindo, assim, as boas praticas de experimentacdo em animais.

4.4 Substancias utilizadas no experimento

4.4.1 DHEA

A DHEA (Life Extension - Estados Unidos da América) foi administrada via
gavagem (administragdo orogastrica), de acordo com a selegado prévia dos grupos
de ratos. Para isso, foi realizada a técnica de contengdo mecanica manual

preconizada para ratos. Cada animal foi contido firmemente, porém de forma gentil,
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colocando-se a mé&o sobre o dorso e a caixa toracica e a cabega segura com 0O
polegar e o indicador, imediatamente atras da mandibula, como recomendado pela
Fundagcédo Osvaldo Cruz (BRASIL, 2005). Foram tomados todos os cuidados
necessarios para evitar o estresse e sofrimento dos animais durante esse
procedimento. Apds a contengcdo do animal, uma canula rigida de ago inoxidavel
com extremidade arredondada foi cuidadosamente introduzida na boca do animal,
passando pelo esb6fago e chegando ao estdmago, onde a dose de DHEA foi
dispensada. O volume maximo dado por gavagem foi de 10mL/kg de peso corpéreo
do animal (BRASIL, 2016).

4.4.2 Solugéo salina

Uma solugéo salina de Cloreto de Sddio 0,9% - Solugéo fisioldgica
(Eurofarma-Brasil) foi utilizada como veiculo. A solugéo de Cloreto de Sdodio 0,9% é
utilizada para o restabelecimento de fluido e eletrdlitos, como repositora de agua e
eletrolitos em caso de alcalose metabdlica de grau moderado, em caréncia de sodio
e como diluente para medicamentos. E nesse caso, ndo possui nenhum efeito sobre

a periodontite quando usada por via oral por gavagem (administragéo orogastrica).

4.4.3 Anestesia

Nos modelos de indugcao da periodontite, orquiectomia ou ovariectomia, cada
animal foi anestesiado previamente por meio da associagdo de Cloridrato de
Cetamina (80mg/kg, i.p.; Francotar, Virbac do Brasil Ind. e Com. Ltda., Brasil) e
Cloridrato de Xilazina (10mg/kg, i.p.; Kensol, Konig S.A., Brasil), seguindo os
experimentos conduzidos por Campi et al., 2016 e respeitando a dose limite
preconizada pela RN 33, CONCEA, 2016. Nessa etapa do experimento, também foi
realizada a técnica de contengdo mecanica manual preconizada para ratos,
explicada acima (BRASIL, 2005).

4.5 Desenho Experimental
4.5.1 Caracterizagdo dos grupos

4.5.1.1 Avaliagdo da agdo da DHEA nos parametros periodontais

Inicialmente, foram investigados efeitos periodontais do DHEA na dose de
50mg/Kg. Assim, as ratas foram distribuidas de forma randomizada em 3 grupos de
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6 animais. Todos os animais receberam doses diarias das suas respectivas
substancias, durante 20 dias. De forma mais detalhada, os grupos apresentaram as

seguintes caracteristicas:

» Grupo 1: formado por ratas ovariectomizadas que receberam a administracdo de
2mL de solugéo fisiolégica a 0,9%, via oral (Grupo ovariectomizada salina; Grupo
0S);

» Grupo 2: formado por ratas ovariectomizadas e que foram submetidas a indugao da
periodontite, além de receber a administragdo de 2mL de solugéo fisiolégica a 0,9%,
via oral (Grupo periodontite ovariectomizada salina; Grupo POS);

* Grupo 3: constituido por ratas ovariectomizadas que receberam doses de 50mg/Kg
de DHEA dissolvidos em 2mL de solugao fisiologica a 0,9%, via oral. Os animais
desse grupo sofreram influéncia do modelo de periodontite (Grupo periodontite
ovariectomizada DHEA 50mg/Kg; Grupo POD).

4.5.1.2 Avaliacdo da agdo da DHEA nos tecidos gengivais, hepaticos e utero

Na segunda etapa do estudo, novas dosagem de DHEA foram administradas
e observados os efeitos desta substancia sobre os tecidos hepaticos e uterinos dos
animais. Assim, as ratas foram distribuidos de forma randomizada em 3 grupos com
6 animais em cada. Todos os animais receberam doses diarias das suas respectivas
substancias, durante 20 dias. De forma mais detalhada, os grupos apresentaram as

seguintes caracteristicas:

o Grupo 1: formado por ratas ovariectomizadas que receberam doses de
25mg/Kg de DHEA dissolvidos em 2mL de solugao fisiologica a 0,9%, via oral. Os
animais desse grupo sofreram influéncia do modelo de periodontite (Grupo
periodontite ovariectomizada DHEA 25mg/Kg; Grupo POD25);

. Grupo 2: composto por ratas ovariectomizadas que receberam doses de
12,5mg/Kg de DHEA dissolvidos em 2mL de solugéo fisiolégica a 0,9%, via oral. Os
animais desse grupo sofreram influéncia do modelo de periodontite (Grupo
periodontite ovariectomizada DHEA 12,5mg/Kg; Grupo POD12,5);

o Grupo 3: formado por ratas ovariectomizadas que sofreram influéncia do
modelo de indugao de periodontite (Os animais desse grupo nao receberam dose de
DHEA; Grupo PERIO).
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4.5.2 Modelo de Indugéo da Periodontite

A periodontite foi induzida nos primeiros molares inferiores de todos os
animais, exceto no grupo de animais que recebeu apenas administracdo oral de
solugao fisiolégica 0,9% (Grupo Controle). Esse modelo foi realizado por meio da
insergao de uma ligadura (fio de nylon) ao redor dos primeiros molares inferiores (fio
de sutura 3-0, Shalon®, Goiania, GO, Brasil) por um periodo de 20 dias. Todos os

animais foram anestesiados para realizagao desse procedimento.

4.5.3 Modelo de ovariectomia das ratas

As ratas permaneceram em jejum durante a noite com o acesso livre a agua
antes da cirurgia. Apos anestesia, foi realizada a fixagao dos animais e desinfecgéo
da regiao abdominal das ratas para que as incisdes cirurgicas fossem feitas. Os
ovarios dos dois lados foram localizados e removidos junto com o tecido adiposo
que os circundam (LEMOS et al., 2013). A incisado foi suturada em dois planos com
fio categute de 3-0 cromado.

4.5.4 Administragéo das formulas farmacéuticas

A solugcdo salina e a DHEA foram administradas de acordo com as
caracteristicas dos grupos. Todos os animais receberam doses orais diarias
(administragcdes orogastricas) dessas substancias por um periodo de 20 dias. Para
isso, a técnica de contengdo mecanica manual preconizada para ratos também foi

realizada, como descrito acima (BRASIL, 2005).

4.6 Avaliacao dos parametros inflamatoérios

4.6.1 Indice Gengival

Na medida da profundidade da bolsa periodontal foi utilizada uma sonda
periodontal em trés pontos especificos do da bolsa: mesiovestibular, disto-vestibular
e mediobucal, segundo pesquisa prévia realizada por LIU et al., em 2012.

4.6.2 Avaliagdo da mobilidade dentaria

A mobilidade dos primeiros molares inferiores foi investigada por meio de
uma sonda periodontal, utilizando a método descrito por Xu et al.,, em 2006, que
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classificou a mobilidade dentaria em trés parametros qualitativos: fisiolégica (+),

moderada (++) e intensa (+++).

4.6.3 Indice de profundidade de sondagem

A sondagem no periodonto dos primeiros molares inferiores dos animais foi
realizada com sonda periodontal milimetrada para investigagdo do indice Gengival
(IG) e profundidade da bolsa periodontal, esse procedimento ocorreu no primeiro e
no 20° dia de experimento com os animais sob anestesia geral com Cloridrato de
Xilazina e Cloridrato de Cetamina (como descrito acima). No procedimento de
sondagem, a sonda foi mantida por 10 segundos no sulco gengival das superficies
vestibular e lingual, na regido proximal, mesial e distal, dos primeiros molares
inferiores. Os escores utilizados para o IG foram os descritos em pesquisas
anteriores (LOE, 1967; SEYEDMAJIDI et al., 2014):

* 0 = gengiva normal;

* 1 = inflamacgao leve (ligeira mudanga de cor e discreto edema, mas nao ocorre
sangramento a sondagem);

+ 2 = inflamagéao moderado (vermelhiddo, edema, sangramento a sondagem);

« 3 = grave inflamagéo (vermelhiddo marcada, edema, ulceragdao com tendéncia a

sangramento espontaneo).

4.6.4 Analise morfométrica da altura 6ssea alveolar

ApoOs eutanasia dos animais, as mandibulas foram removidas para medir a
Altura Ossea Alveolar. Inicialmente, as mandibulas foram imersas em peréxido de
hidrogénio a 30% durante 7 horas, para facilitar a remogao mecéanica do tecido mole,
e coradas com azul de metileno aquoso (1%). durante 25 minutos, para identificagao
da juncao cemento-esmalte (JCE) (CAMPI et al., 2016). As mandibulas foram
digitalizadas a 1200dpi e as imagens analisadas por um investigador que
desconhece as caracteristicas dos grupos do estudo (analise as cegas), utilizando o
software ImagedJ. A imagem da altura do osso alveolar para cada hemimandibula foi
capturada utilizando um estereomicroscopio com ampliagdo de 30 vezes. Para
verificagdo da Altura Ossea Alveolar, foi utilizado o protocolo sugerido por Carvalho
et al., em 2017, onde trés pontos foram medidos a partir da regido lingual: a) A
distancia obtida medindo-se a altura a partir da jungdo esmalte-cemento a crista

alveolar, na porgao anterior (mesial) dos primeiros molares inferiores; b) A distancia
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obtida por meio da verificacdo da altura a partir da jungcdo esmalte-cemento a crista
alveolar, na raiz mesial dos primeiros molares inferiores; c) A distancia obtida
medindo-se a altura a partir da jungdo esmalte-cemento a crista alveolar, na raiz
intermediaria dos primeiros molares inferiores. Sera utilizada a seguinte férmula para
calcular a soma das trés Alturas Osseas Alveolares, referente aos molares direito e
esquerdo: AOA = AOA -1/3 + AOA -2/3 + AOA -3/3

4.7 Avaliacao de atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO)

De acordo com o protocolo adaptado de Chaves et al. (2013), foi realizado o
ensaio para avaliagdo da atividade de mieloperoxidase nos tecidos gengivas,
hepaticos e uteros dos animais. Coletou-se, apos a eutanasia, e foram armazenados
a -70°C. Os tecidos foram pesados entre 25 a 30 mg e, posteriormente, adicionado a
solugédo de HTAB (Brometo de hexadecilmetilamonio) a 0,5% (50mg de tecido/mL)
para maceragao (macerador elétrico de tecidos). O homogenato descongelado foi
submetido ao processo de centrifugagdo nas condigdes de 4500rpm, por 20 min, a
4°C. O sobrenadante foi recuperado e dosado atividade de MPO em leitora de
enzima-ligada ELISA, utilizando absorbancia de 450nm.

4.8 Histologia dos tecidos hepatico e uterino

As amostras foram retiradas, cortadas em fragmentos e fixadas em 10% de
formaldeido tamponado. A histologia foi de acordo com Carvalho et al. (2017), onde
para fixagdo do tecido e preparagéo para os procedimentos histolégicos as amostras
foram mergulhadas em concentragdes crescentes de solugdes alcodlicas, a 30%,
50%, 70%, 90% e alcool absoluto, em intervalos de tempo de uma hora cada. Para
diafanizagdo das amostras, foram utilizados dois banhos em xilol por um tempo de
45 minutos cada, até serem embebidas por banho de parafina liquida. Os cortes
foram realizados em secg¢des de 6 ym de espessura por corte. Os cortes obtidos
foram passados para lamina de vidro, coradas por Hematoxilina & Eosina para

serem analisadas por microscopia optica.

4.9 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 6.1.
Posteriormente, os dados foram comparados estatiscamente entre grupos e

apresentados como média + erro padrdo da média (E. P. M) com o auxilio do teste
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de Analise de Variancia (ANOVA) com subsequente teste de Turkey com um nivel
de confiabilidade de 95%. A diferenca estatistica foi considerada significante quando
p <0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A patogénese periodontal € mediada por interagbes entre uma microbiota
patogénica e um hospedeiro suscetivel pré-inflamatorio. Mediadores e citocinas
exercem um papel significativo nas alteragbes do tecido conjuntivo e metabolismo
0sseo que leva a quebra de ligamento periodontal e reabsorgdo do osso alveolar
(XU et al., 2006).

E importante destacar que, varios problemas de salde fisica e mental estdo
relacionados a desregulagdo do eixo HPA na forma de respostas anormais ao
cortisol e / ou DHEA ao estresse (CAKMAK et al., 2016; KAMIN & KERTES, 2017;
MANINGER et al., 2009). Por exemplo, as respostas do eixo HPA ao estresse
podem nao ser suficientes para eliminar adequadamente as respostas do sistema
imunoldgico ao estresse, contribuindo eventualmente para um estado continuo de
inflamacdo, aumentando a suscetibilidade de uma pessoa a doencas inflamatdrias
(SILVERMAN & STERNBERG, 2012). Logo, as respostas desordenadas ao cortisol
e / ou DHEA ao estresse agudo podem representar um mecanismo chave, através
do qual a exposicdo cumulativa ao estresse ao longo da vida influencia a saude.
Apesar de que o cortisol seja, sobretudo anti-inflamatério (SHIELDS et al., 2017), o
DHEA desempenha tanto efeitos anti-glucocorticéides (KALIMI et al., 1994) quanto
efeitos anti-inflamatérios (MANINGER et al., 2009), alcangando efeitos complexos a
atividade do sistema imunoldégico (PRALL; LARSON; MUEHLENBEIN, 2017).

Estudos que estdo sendo realizados levantam possibilidades da DHEA
ajudar no metabolismo lipidico e na sensibilidade a insulina e melhorar as respostas
imunes e inflamatdrias (DAVIS et al., 2011). Como DHEA e DHEAS séo precursores
importantes na produgao de estrogénio e androgénio, a proposta do tratamento com
essa substéncia é uma estratégia que pode auxiliar no alivio dos sintomas de
deficiéncia hormonal em mulheres na pés-menopausa (LABRIE et al., 2011).

Assim, alguns parametros importantes para o diagnostico da periodontite
foram estudados, na tentativa de correlacionar o processo inflamatério
desencadeado pela periodontite e os efeitos do DHEA em mecanismos relacionados

a este processo inflamatorio e atividades do sistema imunoldgico.

5.1 Avaliagao dos parametros periodontais

No diagnostico de doenga periodontal, o método de sondagem do espaco

periodontal permite estimar a condigcao estrutural dos tecidos periodontais durante o
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exame clinico (AMARO, 2013). No momento que antecede a indugao da periodontite
deste estudo, foi realizada sondagem do periodonto, onde nao foi encontrado
alteragao clinica significativa, mesmo nas ratas ovariectomizadas. Ao final do
experimento, foram observadas alteragbes em todos os grupos que sofreram
inducao da periodontite, tanto no grupo que nao foi administrado o DHEA, quanto no
grupo que recebeu o tratamento, evidenciando a eficacia do método de inducéo da
periodontite utilizado neste estudo (Figuras 6,7 e 8).

O indice Gengival (IG) avalia os tecidos gengivais ao redor de cada dente,
permitindo medir o grau de progresso e severidade do progresso da infecgdo das
gengivas numa escala de 0 a 3 (LOE; SILLNESS, 1963). A avaliagdo desse
parametro mostrou que o grupo POS e o grupo POD) apresentaram escores entre 2
e 3, caracterizados por uma inflamagdo moderada/grave com vermelhiddo da
gengiva, sangramento e ulceragdo, em comparagéo ao grupo OS que apresentou
caracteristicas gengivais normais ou com leve inflamagao. A figura 6 mostra que os
escores referentes ao IG foram significativamente maiores nos grupos POS e POD

quando comparados ao grupo OS p<0,05).

Figura 6. Diferenca do IG nos grupos POS e POD em relagao ao grupo OS.
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Fonte: Imagem obtida através do software Prism versdo 6.0 da GraphPad Software. Legenda:
Parametro do indice Gengival (IG) foi realizado a partir da sondagem do periodonto. Os resultados
estatisticos sdo expressos como média + erro de 6 animais por grupo (ANOVA seguido pelo teste
Newman-Keuls). Em relagdo ao grupo OS, houve significancia estatistica do indice gengival quando
comparado ao grupo POS e grupo POD.O grupo POD tratado com DHEA n&o apresentou diferenga
estatisticamente significativa do seu indice gengival em reagéo ao indice gengival do grupo POS, que
recebeu tratamento com solugao fisiologica a 0,9%.

A investigacdo da mobilidade dentaria nos animais mostrou que n&o houve
alteragao significativa da neste parametro entre os diferentes grupos. No entanto,
vale destacar que nem sempre a doenga periodontal apresenta sua evolugao
associada a mobilidade dentaria, apesar da importancia desse parametro
(MARTINS, 2010).
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A periodontite promove o aprofundamento do sulco gengival, que pode
causar a formagao bolsa periodontal, quando a distancia entre a margem gengival e
o fundo da bolsa for maior ou igual a 3 mm, acompanhada pela perda dos tecidos de
insergao periodontal (BRAGA et al.,, 2007). A sondagem para verificagdo da
formacao da bolsa periodontal nos animais do grupos POS e POD, ao final do
experimento, mostrou significativo aumento no indice de Profundidade de Bolsa
(IPB), quando comparado ao grupo OS. Apesar de nao ter obtido um IPB
significativo (= 3 mm), foi observado valores diferentes nos indices entre os grupos.
De acordo com a figura 2, os grupos POS (IPB 1,2 + 0,1 mm) e POD (IPB 1,0 £ 0,1
mm) apresentaram |IPB significativamente maiores que o do grupo OS (IPB 0,5 mm,
p<0,05) (Figura 7). Diante disso, foi possivel observar que houve dano no tecido
apos inducao da periodontite e esse dano continuou mesmo depois dos tratamentos
com Solugao salina (grupo POS) e DHEA (grupo POD).

Figura 7. Diferenca do IPB nos grupos POS e POD em relagao ao grupo OS.

oS POS POD

Fonte: Imagem obtida através do software Prism versao 6.0 da GraphPad Software. Legenda: O
parametro do indice de Profundidade da Bolsa (IPB) foi realizado a partir da sondagem do periodonto.
Os resultados estatisticos sdo expressos como média * erro de 6 animais por grupo (ANOVA seguido
pelo teste Newman-Keuls).

Com o resultado da soma dos trés pontos avaliados da Altura Ossea
Alveolar (AOA), grupo OS 1,3 = 0,07; grupo POS,1,5 £ 0,03 e grupo POD, 14 +
0,06), foi possivel identificar diferenga estatisticamente significativa entre os grupos
POD em relagdao ao grupo OS, p<0,05 (Figura 8). Porém, entre os grupos POS e
POD os resultados apresentaram-se estatisticamente semelhantes.

Os resultados demonstraram que a administracdo de DHEA, na dose de
50mg/kg, nao foi capaz de reverter o processo destrutivo do tecido periodontal
promovido pela indugao da periodontite nos animais do grupo POD. Na periodontite
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experimental, a inflamacao é rapida e destrutiva para os tecidos, evidenciada por
perda dssea significativa em 20 dias (SILVA et al., 2018; TOMOFUJI et al., 2008).

Figura 8. Soma AOA total nos grupos POS e POD em relagao ao grupo OS.
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Fonte: Imagem obtida através do software Prism versdo 6.0 da GraphPad Software. Legenda: A
avaliagdo da Altura Ossea Alveolar (AOA) foi realizada a partir da digitalizacdo de imagens das
mandibulas utilizando o software Imaged. Os resultados estatisticos sdo expressos como média +
erro de 6 animais por grupo (ANOVA seguido pelo teste Newman-Keuls).

5.2 MPO dos tecidos gengivias, hepaticos e uteros

A MPO é a enzima proé-inflamatéria mais abundante estocada nos granulos
azurdfilos dos neutrofilos, sendo responsavel pela catalizagdo de acido hipocloroso a
partir de perdxido de hidrogénio e geragao de outras moléculas reativas. Ensaios de
atividade de MPO sao amplamente usados para avaliagao da inflamacao em varios
modelos (DAVIS et al., 2011). Na investigagcao dos niveis de mieloperoxidase (MPO)
no tecido gengival foi observado que nos animais ovariectomizados, que sofreram
indugdo da periodontite e receberam DHEA na dose de 12,5mg/kg (Grupo
POD12,5), apresentaram niveis de MPO significativamente maiores que o grupo
ovariectomizado, que foi submetido a indugdo da periodontite e recebeu doses
diarias de DHEA de 25mg/kg (Grupo POD25), porém, nestes dois grupos, foi
observado alto indice de inflamacdo gengival quando comparado ao grupo
ovariectomizado que sofreu a inducédo da periodontite e ndo recebeu o tratamento
com DHEA.

Com base nesses resultados, observou-se que a DHEA nao apresentou
acao terapéutica significativa sobre o tecido periodontal afetado e as doses
utilizadas podem ter provocado variagdo hormonal nas ratas que culminou no

agravamento do quadro inflamatério decorrente da ovariectomia e da indugdo da
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periodontite. Variados estudos (EMINGIL et al., 2019; POLIZZ| et al., 2020) mostram
que altos indices de MPO sao associados com a periodontite e que a concentragao
dessa enzima no tecido periodontal esta relacionada com o estado clinico da
doenga. Ademais, os niveis de MPO em outros tecidos afetados pela periodontite
também apresentam-se aumentados, como no tecido hepatico (VASCONCELOS et
al., 2019).

Figura 9. Niveis de MPO do tecido gengival entre os grupos POD25, POD12,5 em
relagao ao grupo PERIO.
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Fonte: Imagem obtida através do software Prism versdo 6.0 da GraphPad Software. Legenda: A
atividade da enzima MPO foi medida por espectrofotometria. Os resultados estatisticos sdo expressos
como média + erro de 6 animais por grupo. (ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls). # indica
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos POD25 e POD12,5 (p>0,05). * indica diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos POD25 e PERIO (p<0,05).

Ademais, as bactérias patogénicas do periodonto possuem a capacidade de
se propagarem a partir da corrente sanguinea, podendo alcangar os diferentes
orgaos, contribuindo como fonte de infecdo no organismo dos individuos e
promovendo o aparecimento de abcessos hepaticos derivados da dessa infegao por
bactérias periodontais (ELHASSAN & PEERAN, 2016).

No presente estudo, diferentemente do tecido gengival, foi observado que no
tecido hepatico das ratas, a administracdo diaria de DHEA nas concentra¢des de
12,5mg/kg e 25mg/kg, promoveu um efeito protetor no figado das ratas, diminuindo
a atividade neutrofiica e promovendo um menor grau de infiltrado celular
comparados ao niveis de MPO apresentados pelo grupo que nao recebeu o
tratamento com do DHEA (grupo PERIO). O DHEA é amplamente utilizado como
suplemento dietético, mas ainda ha dados insuficientes sobre seus efeitos clinicos.



33

Varios estudos mostraram que alguns efeitos benéficos do DHEA podem estar
relacionados as suas propriedades antioxidantes, além de seu efeito positivo sobre o
nivel de espécies reativas de oxigénio (ROS), em sistemas de defesa antioxidante e
danos oxidativos em células (KIERSZTAN et al., 2021) (Figura 10).

Figura 10. Niveis de MPO do figado entre os grupos POD25 e POD12,5 em relagéao
ao grupo PERIO.
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Fonte: Imagem obtida através do software Prism versdo 6.0 da GraphPad Software. Legenda: A
atividade da enzima MPO foi medida por espectrofotometria. Os resultados estatisticos sdo expressos
como média + erro de 6 animais por grupo. (ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls).

No tecido uterino, o grafico demonstra que os animais ovariectomizados, que
sofreram a indugdo da periodontite e receberam DHEA na dose de 12,5mg/kg
tiveram um elevado indice de MPO, demonstrando que o tecido apresentou um
provavel aumento do estresse oxidativo gerado pelo processo inflamatorio. Sugere-
se aqui que essa inflamacdo possa ser decorrente dos efeitos da variagcdes
hormonais provocadas pela ovariectomia associados a periodontite induzida. Ja
entre 0os animais ovariectomizados, com periodontite induzida e que receberam
doses diarias de 25mg/kg de DHEA, o estresse oxidativo do tecido foi
significativamente menor comparados as ratas do grupo 2 e 3, que receberam DHEA
na dose de 12,5mg/kg e ndo receberam DHEA, respectivamente (p<0,05).
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Figura 11. Grafico da diferenga entre os niveis de MPO do tecido uterino entre os
grupos 1 POD25, 2 POD12,5 e 3 PERIO.
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Fonte: Imagem obtida através do software Prism versado 6.0 da GraphPad Software. Legenda: A
atividade da enzima MPO foi medida por espectrofotometria. Os resultados estatisticos sdo expressos
como média + erro de 6 animais por grupo. (ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls).

5.3 Histologia dos tecidos hepatico e uterino

O processamento e analise histolégica do tecido hepatico de todos os
grupos foram realizados. O grupo 1 com ratas ovariectomizadas, com periodontite e
que receberam 25mg/kg de DHEA apresentou uma organizagado caracteristica do
tecido hepatico (figura 1 A, D e G) na qual pode-se observar os hepatdcitos
enfileirados em diregao a veia centrolobular e separados por espacgos sinusoides. Na
literatura, muitos estudos reportam um efeito positivo da DHEA sobre as espécies
reativas de oxigénio e nos sistemas de defesa antioxidante com consequentemente
diminuicdo do dano proveniente do estresse oxidativo (KIERZTAN et al., 2021).
Possivelmente, esse efeito se da pela capacidade da DHEA de quelar metais, pela
melhora na performance de enzimas antioxidantes (MIYAZAKI et al., 2016) ou pela
acao dos metabdlitos da biotransformacao da DHEA apds suplementacao, visto que
derivados da DHEA, como a androstenediol e androstenetriol, demonstram ser
potentes reguladores da resposta imune e que possuem propriedades antioxidantes
contra peroxidagéo lipidica dependente de ions (TAMAGNO et al., 1998). Assim, o

estresse oxidativo da periodontite sobre o tecido hepatico foi amenizado neste

grupo.
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Figura 12. Avaliagao histopatolégica do figado dos grupos. A), D) e G), do grupo
POD25, apresentam aspectos normais do figado com veia central (CV) e sinusoides
(cabeca de seta). Ademais, pode-se observar diminuicdo da esteatose nos
hepatécitos e preservagao dos sinuséides. B), E) e H) demonstram hepatocitos com
esteatose microvesicular (setas) no grupo POD12,5 e desorganizagdo dos
sinusdides. C), F) e I), do grupo PERIO, mostram um infiltrado inflamatério (circulo).
A), B), C), D), E) e F) estdo coradas com hematoxilina e eosina (HE) e as imagens
G), H) e I) estdo com filtro, destacando estruturas pouco coradas pela HE. D), E) e
F) representam a area de dentro do retangulo pontilhado. A barra no canto esquerdo
inferior representa 40 micrometros.
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Fonte: Proprio autor.

O grupo POD12,5 com ratas ovariectomizadas, com periodontite e que
receberam 12,5mg/kg de DHEA apresentou certo grau de desorganizagdo com
espagos em que nao € possivel observar a organizagao tipica do figado, além de
alguns hepatécitos com esteatose microvesicular (figura 1 B, E e H). Em contraste
com esse achado, um modelo de céncer de mama em ratos obesos, a
suplementagdo com DHEA reduziu o ganho de peso e diminuiu o score de esteatose
no figado quando comparado ao grupo controle (HAKKAK; BELL; KOROURIAN,
2017). O grupo PERIO com ratas n&do ovariectomizadas, com periodontite e sem
tratamento com DHEA apresentou um tecido sem a organizagao caracteristica do
figado e com infiltrado inflamatério (figura 1 C, F e |). Pode-se observar que os
hepatécitos ndo se encontram enfileirados e ha auséncia da visualizagdo dos
espagos sinusoides. Tais caracteristicas ja foram observadas em estudos que
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utilizaram um modelo de periodontite induzida por ligadura em ratos. O figado
desses animais, dependendo do tempo de inducdo, pode apresentar desde as
caracteristicas acima mencionadas até o desenvolvimento de esteatose
microvesicular (CARVALHO et al., 2017).

A analise histopatologica do tecido uterino mostrou diferenca entre os grupos
analisados. O tecido uterino do grupo POD25 (ratas ovariectomizadas, com
periodontite e tratadas com 25mg/kg de DHEA) mostrou aspectos celulares comuns
do tecido normal, com vasos sanguineos, glandulas colunares funcionais e
abundante matriz extracelular, sugerindo que o tratamento com o DHEA, nessa
dose, teve um efeito anti-inflamatério consideravel. O grupo dois, tratado com
12,5mg/kg de DHEA, ovariectomizadas e com periodontite, também mostrou
aspectos teciduais normais. No grupo PERIO, com os animais ovariectomizados e
com a indugdo da periodontite, apresentou infiltrado inflamatorio e glandulas com
aspecto atrofiado, lUmen aumentado e células achatadas.

A periodontite é caracterizada pela formacao de EROs decorrente da intensa
resposta inflamatéria ao biofilme bacteriano dentario que, por sua vez, pode cair na
corrente sanguinea e provocar danos em outros tecidos. O tecido uterino pode sofrer
danos decorrentes das EROs, assim como os demais 6rgaos do sistema reprodutor
feminino (MARKOWSKA et al., 2015). A literatura mostra que a periodontite afeta
outros orgdos, induzindo a um processo inflamatério. No estudo de Vasconcelos e
colaboradores (2019), o figado dos animais com periodontite apresentou aumento
de esteatose, presenca de hepatdcitos binucleados e hepatdcitos positivos para
AIKP, além de escore aumentado para inflamagado e necrose no tecido hepatico.
Alteragbes no tecido renal também ja foram relatadas, sendo consequéncia do
estresse oxidativo proveniente da periodontite (FRANCA et al., 2017).
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Figura 13. Representacdo do tecido uterino dos grupos analisados. A e B, do grupo
POD25, apresentam o estroma uterino do endométrio (estrela) com vasos
sanguineos (cabeca de seta) e glandulas uterinas (setas pretas). As células
tubulares das glandulas se mostram robustas com aspecto colunar tipico do epitélio
da fase reprodutiva, assim como estroma com abundante matriz extracelular, vasos
sanguineos e fibroblastos. C e D, do segundo grupo, apresentam um estroma
uterino delimitado pelo epitélio de revestimento (seta vermelha) apresentando
glandulas uterinas e vasos sanguineos. Observa-se que as glandulas uterinas
responderam positivamente para o tratamento com DHEA, mostrando-se com
células com aspecto colunar. E e F, do grupo PERIO, mostram o estroma
(endométrio) destacando um aglomerado de glandulas uterinas, alguns vasos e um
infiltrado inflamatdrio (circunferéncia pontilhada). As células tubulares encontram-se
atrofiadas com Ilumen aumentado (circulo preto) e aspecto achatado. A, C e E com
aumento de 20x e B, D e F, 40x. Ladminas coradas com hematoxilina e Eosina (HE).
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6. CONCLUSAO

A periodontite induzida por ligadura causou alteragbes clinicas e
morfométricas no tecido periodontal, comprovado pelo aumento da perda oOssea
alveolar, dos indices de sangramento gengival e profundidade da bolsa. O
tratamento de animais com DHEA ndo foi capaz de reduzir os parametros
inflamatdrios orais e perda 6ssea alveolar caracteristica da doenga. Portanto, faz-se
necessarios novos experimentos com diferentes doses de DHEA, para avaliar os
efeitos da suplementacdo da substancia em relagcdo a periodontite. Apesar de nao
ter uma agdo protetora no tecido gengival, podendo até acentuar o estresse
oxidativo decorrente da ovariectomia, da indugdo da periodontite ou da associagao
de ambos, pode ter protegido o tecido uterino contra a agdo da inflamag¢do na dose
de 25 mg/kg, considerando a andlise da mieloperoxidase e da histologia do tecido
uterino. Além disso, o estudo demonstra que a periodontite pode induzir inflamacéao
uterina em animais ovariectomizados, considerando que o grupo de animais
ovariectomizados e com periodontite induzida apresentou significativo estresse
oxidativo no tecido uterino e histologia compativel com processo inflamatorio. Foi
possivel observar um efeito positivo da suplementagdo de DHEA sobre o tecido
hepatico dos animais ovariectomizados com periodontite. Houve uma preservacgao
da estrutura dos hepatdcitos e dos espagos sinusoides nos grupos suplementados —

0 que néo foi observado no grupo sem suplementagao.
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Anexo 1. Certificado de aprovacéo pela Comissdo de Etica no Uso de animais
(CEUA/UFPI)

MINISTERIO DA EDUCAGAO

UNTVERSIDADE FEDERAL DO F1AUI 4
PROSREITORIA DFE PESQUISA
e

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAD ANIMAL
Compus Ministre Reis Yellosa, Av. S Sehistino, oo 2515 Pnaiba, Mol Hirsil, CEP: Bd204-055
Telefnne (A 3323525 | e-muil: conommviiulipi.zdbr

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Estude do potencial terapéutico da
dehidroapiandrostarona sohre oz efeitos locais s sistématicos da periodontite
induzida em ratos”, registrada n® 004/19, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Manoal
Dais de Souza Filhe do Curse Biomedicina de Campus Ministro Reis Velloso/UFPI
que emvolve a produgdo, manutengdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de Pasguisa Cientifica, encontra-
s& de acordo com os preceitos da Lei n® 11.784, de 8 de outubro de 2008, do Decreta 1°
5.899, de 15 de julho de 2008, & com as normas editadas pelo Conselho Macional de
Controle de Experimentagho Animal (COMCEAY), e foi Aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUAMJUFPD da Universidade Federal do Piaui. em Reunido na
presente data 15/03/2019.

Finalidade { 1Ensino (X) Pesquisa Clentifica
_Vigéncia da Autorizacio Julhof 2019 a Julhof 2023
Ezpécie/Linhagem/raga Ratos, Ralfus norvegicus - heterogénico (Wistar)
N7 de Animais 73
Pesol ldade 200-260g/3meses -
Sexo Machos [33) & Fémeas (40)
Crigem Blﬂfgrin_&;ﬁ'trﬁl_'aa Universldade Federal do Plaui

Parnaiba, 15 de Margo de 2019.

A

&
Prof. OF. Daniel F&m?ﬁd 'ﬁ'éréiré\ia{mncalus
[ CELUA/CMRV-LIFP)




