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RESUMO

SESTARIO, Camila Salvador. Efeitos da periodontite na gestagao, desenvolvimento fetal
e pés-natal em filhotes de ratas Wistar. 2024. 96 f. Tese (Doutorado em Ciéncias da Saude)
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

A periodontite € uma inflamacao crénica em resposta ao acumulo e ndo remogao da placa
bacteriana que provoca a destruicao dos tecidos periodontais de suporte e tem impactos
sistémicos. Na gestagédo, as flutuacdes hormonais aumentam os efeitos inflamatorios,
tornando as gestantes mais suscetiveis a periodontite. Este estudo investigou os efeitos da
periodontite no desenvolvimento intrauterino e embriofetal de ratas Wistar. No primeiro
estudo, a periodontite foi induzida em 15 ratas no grupo doencga periodontal induzida (DPI)
por meio do uso de ligadura com fio de algodao n° 40 nos primeiros molares superiores. Apés
14 dias, os grupos DPI e C (grupo controle, n=15) foram acasalados com machos saudaveis.
Apo6s 20 dias, as ratas foram submetidas a eutanasia, laparotomia e histerectomia para avaliar
o desenvolvimento intrauterino, incluindo o nimero de reabsor¢des, perda pds-implantagao,
taxa de reabsorgcdo e viabilidade fetal. Além disso, foram examinadas as malformacgbes
congénitas dsseas e viscerais na prole. No segundo estudo, ratas prenhes foram divididas em
dois grupos, o grupo C e o grupo DPI (n=12). A periodontite foi induzida nos primeiros molares
superiores 14 dias antes do acasalamento. O parto ocorreu ao 21° dia de gestacao, e quatro
filhotes de cada ninhada foram avaliados por 30 dias para verificar o desenvolvimento fisico,
motor, reflexivo e a erupgdo dos incisivos. As alteragdes nos primeiros molares e no tecido
0sseo alveolar foram avaliadas em animais de 30 dias usando microtomografia e analise
histopatoldgica. Os dados paramétricos foram analisados pelo teste t de Student e os nao
paramétricos pelo teste de Mann-Whitney, com um nivel de significancia de 5%. Os resultados
do primeiro estudo revelaram um aumento do nimero de reabsorgbes (p=0,0003), perdas
pos-implantagao (p=0,0002) e redugéo da viabilidade fetal (p=0,0002) nos fetos do grupo DPI
quando comparados aos do grupo C. Os fetos do grupo DPI apresentaram peso (p= < 0,0001)
e tamanho (p= < 0,0001) inferiores ao grupo C. O grupo DPI apresentou hematomas (7,0%)
e alteracdo de forma e/ou auséncia nos ossos do esterno (12,6%) e auséncia de costelas
(11,6%). No segundo estudo, ndo houve diferengas no ganho de peso corporal materno
(p>0,05), porém o grupo DPI apresentou menor numero de filhotes vivos em relagcdo a C
(p=0,03). Os filhotes do grupo DPI apresentaram diminuicdo de peso (p<0,0001),
comprimento (p<0,0001), atraso no crescimento de pelos (p= 0,01) e erupgao dos dentes
incisivos (0,001). Os filhotes do grupo DPI apresentaram atraso no endireitamento postural
(p=0,01) na marcha adulta (p=0,01) e na geotaxia negativa (p=0,01). Nao foram observadas
anomalias de desenvolvimento nos primeiros molares superiores. No entanto, grupo DPI
apresentou diminuigao no numero de trabéculas 6sseas (p=0,02) e aumento na distancia entre
as trabéculas (p=0,007). Nao houve correlagao entre o baixo peso e o atraso nos marcadores
fisicos e reflexoldgicos, indicando independéncia dessas variaveis. Sua relagdo parece estar
associada a Doenca Periodontal Induzida (DPI). Os resultados indicam que o surgimento da
periodontite na gravidez estéa ligado a redugdes na viabilidade fetal, baixo peso ao nascer, e
o desenvolvimento de malformagbes O&sseas e hemorragia perinatal. A periodontite
gestacional pode ter impactos importantes na saude dos filhotes, afetando seu
desenvolvimento fisico, habilidades motoras, erupgao dentaria, e a estrutura 6ssea maxilar.

Palavras-chave: Biofilme Dentario, Gengivite, Gravidez, Teratogénese, Ratas Wistar



ABSTRACT

SESTARIO, Camila Salvador. Effects of periodontitis on pregnancy, fetal development,
and postnatal outcomes in Wistar rat offspring. 2024. 96 p. Doctoral Thesis in Health
Sciences, State University of Londrina, Londrina, 2024.

Periodontitis is a chronic inflammation in response to the accumulation and non-removal of
bacterial plaque that causes destruction of the supporting periodontal tissues and has systemic
impacts. During pregnancy, hormonal fluctuations intensify inflammatory effects, rendering
pregnant individuals more susceptible to periodontitis. This study investigated the effects of
periodontitis on intrauterine and embryofetal development in Wistar rats. In the first study,
periodontitis was induced in 15 rats in the induced periodontal disease (IPD) group using cotton
ligatures on the upper first molars. After 14 days, IPD and control (C) groups (n=15) were
mated with healthy males. After 20 days, euthanasia, laparotomy, and hysterectomy were
performed to assess intrauterine development, including the number of resorptions, post-
implantation loss, resorption rate, and fetal viability. Additionally, congenital bone and visceral
malformations in offspring were examined. In the second study, pregnant rats were divided
into two groups, C and IPD (n=12). Periodontitis was induced 14 days before mating on the
upper first molars. Delivery occurred on the 21st gestational day, and four pups from each litter
were evaluated for 30 days to assess physical, motor, reflex, and incisor eruption development.
Changes in the first molars and alveolar bone tissue were evaluated in 30-day-old animals
using microtomography and histopathological analysis. Parametric data were analyzed using
Student's t-test, and non-parametric data were analyzed using the Mann-Whitney test, with a
significance level of 5%. The first study results revealed an increase in the number of
resorptions (p=0.0003), post-implantation losses (p=0.0002), and reduced fetal viability
(p=0.0002) in the IPD group compared to the C group. IPD group fetuses exhibited lower
weight (p<0.0001) and size (p<0.0001) than the C group. The IPD group showed hematomas
(7.0%) and alterations or absence of sternum bones (12.6%) and absence of ribs (11.6%). In
the second study, there were no differences in maternal body weight gain (p>0.05), but the
IPD group had a lower number of live pups compared to C (p=0.03). IPD group pups showed
decreased weight (p<0.0001), length (p<0.0001), delayed hair growth (p=0.01), and incisor
eruption (p=0.001). IPD group pups experienced delayed postural straightening (p=0.01) in
adult gait (p=0.01) and negative geotaxis (p=0.01). No developmental anomalies were
observed in the upper first molars. However, the IPD group showed a decrease in the number
of bone trabeculae (p=0.02) and an increase in trabecular distance (p=0.007). There was no
correlation between low weight and delay in physical and reflexological markers, indicating
independence of these variables. Their association seems to be linked to Induced Periodontal
Disease (IPD). The results suggest that the onset of periodontal pockets during pregnancy is
associated with reduced fetal viability, low birth weight, and the development of bone
malformations and perinatal hemorrhage. Gestational periodontitis may have significant
impacts on offspring health, affecting their physical development, motor skills, dental eruption,
and maxillary bone structure.

Key words: Biofilme Dentario, Gengivite, Gravidez, Teratogénese, Ratas Wistar
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1. INTRODUGAO

A periodontite € uma doenca inflamatéria crbnica que provoca a destruicao
dos tecidos periodontais de suporte. A doenca é causada por uma disbiose no biofilme
dentario e apresenta uma caracteristica multifatorial, com influéncias do meio interno e
externo (SLOTS, 2017). Dentre os fatores de risco para a doenca estdo: fatores
socioecondmicos, idade avancgada, higiene oral pobre, abuso de substéncias nocivas como
alcool e tabaco, doencas crénicas como diabetes mellitus ndo controlado e obesidade. E ainda
associada a desfechos adversos durante a gestacdo (ALJEHANI et al., 2014; DARBY, 2022).
A formacao do biofilme contendo periodontopatégenos induz uma resposta inflamatéria que é
a responsavel por quase 80% dos danos causados ao tecido (MARSH; ZAURA, 2017).

A resposta inflamatoria aos microrganismos pode evoluir e se tornar mais
exacerbada sob a influéncia de diversos fatores. Sendo os fatores genéticos e epigenéticos
0s mais significativos, seguidos pelo uso de medicamentos ou abuso de drogas. Ja os fatores
ambientais, comportamentais e a estrutura anatdbmica também desempenham papéis cruciais
nesse processo, porém menos significativos (AKCALI; LANG, 2018).

O inicio da periodontite se da pela inflamacéo de baixo grau, com a presenca
de neutrdfilos no periodonto sem sinais flogisticos aparentes. O hospedeiro desempenha um
papel fundamental ao fornecer um ambiente propicio para os microrganismos, principalmente
pelo do acumulo regular do biofiime na margem gengival dos dentes. Se ndo houver a
desorganizagao do biofilme, a inflamagédo da gengiva marginal, chamada gengivite, pode se
manifestar (PAGE; KORNMAN, 1997, BARTOLD; VAN DYKE, 2019). A gengivite € uma
inflamacao crbnica e destrutiva que causa a perda local de colageno, a qual pode ser revertida
apos o término da inflamacgao, porém se persistente, pode evoluir para a destruicdo do tecido
conjuntivo subjacente e do osso alveolar, resultando em periodontite (KUMAR, 2019).

A medida que a inflamagdo progride, os feixes de fibras colagenas do
ligamento gengival sdo destruidos e ocorre o aprofundamento do sulco gengival abrindo mais
espaco para o desenvolvimento do biofilme. A progressao da inflamagao promove, entéo a
desorganizacao das fibras colagenas do ligamento periodontal e a perda de osso alveolar,
caracterizando o desenvolvimento da periodontite (ARMITAGE, 2004). O microambiente
criado na bolsa periodontal estimula o desenvolvimento de patégenos periodontais que se
beneficiam dos produtos de degradagdo da reposta inflamatéria como subprodutos
resultantes da degradagéo de tecidos, da quebra do colageno, aminoacidos, ferro, entre
outros (ROSIER et al., 2018). Embora o fator microbiano seja necessario para o inicio da
doencga, a resposta inflamatdria do hospedeiro € a principal forga motriz por tras da destruicao
do tecido. Segundo Page e Schroeder (1976), a periodontite se divide em quatro estagios

imunoldgicos distintos que marcam a evolugdo da doenca: (1) a lesdo inicial, a presenca
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predominante de neutrdfilos; (2) a fase seguinte da lesao inicial, observam-se macréfagos e
células T em maior quantidade; e nas (3) lesbes mais avangadas e (4) estabelecidas, é
caracteristica a participacao de células B e células plasmaticas.

A periodontite é a principal causa de perda de dentes em adultos em nivel
global. Individuos que sofrem com a forma grave da doenga periodontal enfrentam um risco
significativo de perder muitos dentes, levando ao edentulismo e a disfungdo na mastigacao
(BENJAMIN, 2010; AL-RAFEE 2020). Isso, por sua vez, afeta a nutricdo, a qualidade de vida
e a autoestima e impde um impacto socioecondmico consideravel. A periodontite grave, que
pode culminar na perda de dentes, afeta de 5% a 30% da maioria das popula¢des adultas ao
redor do mundo (KASSEBAUM et al., 2010; SLOTS, 2020).

Em uma revisao sistematica realizada por Trindade e colaboradores (2023)
entre 2011 e 2020, observaram que a periodontite continua a ser um preocupante problema
de saude publica global, com uma prevaléncia agregada de quase 62,0% em adultos com
dentes. A prevaléncia agregada para casos de moderados a graves foi de 53,2%, enquanto
para a periodontite grave foi de 23,6%. As estimativas agregadas usando definicées de casos
confiaveis mostraram quase o dobro da prevaléncia (TRINDADE et al., 2023).

Na periodontite, a inflamacdo crénica de baixa intensidade é uma
caracteristica comum que contribui para disturbios inflamatérios sistémicos. A periodontite
pode influenciar condi¢des metabdlicas inflamatérias, aumentando a carga inflamatoria
sistémica (GARDE et al., 2019; TANG et al., 2023). Embora estudos clinicos de intervengéo
sugiram que o tratamento periodontal local reduz os niveis séricos de fatores inflamatérios e
melhora o controle metabdlico, perfil lipidico e outros marcadores substitutos de doenca
sistémica, ainda nao ha evidéncia definitiva de que o tratamento bem-sucedido da periodontite
possa reduzir o risco ou a incidéncia de condi¢gdes associadas epidemiologicamente
(HAJISHENGALLIS e CHAVAKIS, 2021).

A presenca de biofilme em superficies dentarias, tanto na regido oclusal
quanto proxima a gengiva, € um indicativo de inadequacao na higiene oral. Esse problema é
uma crescente preocupacao de saude publica em escala global, com conexdes profundas
com desigualdades sociais e comportamentos de alto risco, como o tabagismo e dietas ndo
saudaveis. Muitos desses comportamentos de alto risco sdo considerados fatores de risco
comuns, compartilhados por outras doengas cronicas ndo transmissiveis, como diabetes
mellitus e doengas cardiovasculares (DYE, 2017; KASSEBAUM et al., 2017). As evidéncias
demonstram que pacientes com periodontite generalizada, especialmente aqueles
colonizados por organismos Gram-negativos, como Porphyromonas gingivalis, Tannerella

forsythia e Prevotella intermedia, apresentam niveis significativamente mais elevados de
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marcadores inflamatérios no soro, em particular a proteina C reativa, interleucina (IL) - 6 e
fibrinogénio, em comparagdo com pessoas sem periodontite (NEMESH et al., 2021). Estes
dados demonstram que a periodontite tem implica¢des inflamatérias sistémicas e pode estar
correlacionada a outras doencas sistémicas.

As alteragdes hormonais e comportamentais associadas a gravidez tornam
a gengivite e a periodontite doengas mais prevalentes em mulheres gravidas do que nao
gravidas. A gengivite € mais comum em mulheres gravidas em comparagdo com mulheres
nao gravidas. Além disso, formas mais graves de gengivite sdo mais frequentemente
observadas em mulheres gravidas. Em locais onde 0 acesso aos servigos de saude bucal e o
comportamento de higiene bucal sdo menos frequentes do que as praticas recomendadas, a
prevaléncia de gengivite em mulheres em idade feértil pode chegar até 40% (ERCHICK et al.,
2019). Uma pesquisa conduzida na india constatou que a gengivite e a periodontite eram mais
prevalentes em mulheres gravidas, com uma taxa de 71,9%, em comparagao com mulheres
ndo gravidas, que apresentaram uma taxa de 60,0%. Além disso, observou-se que as
mulheres gravidas tinham quase o dobro de chances (1,94 vezes mais) de desenvolver
gengivite em comparacao com as mulheres nao gravidas (REZVI et al., 2021).

A periodontite pode aumentar o risco de resultados adversos na gravidez
incluindo complicagbes na gravidez, como parto prematuro, baixo peso ao nascer, recém-
nascidos pequenos para a idade gestacional e pré-eclampsia. Embora em menor escala,
também foram examinados outros desfechos adversos na gravidez, tais como diabetes
gestacional e perda fetal (IHEOZOR-EJIOFOR et al., 2017; CHOI et al., 2021; GARE et al.,
2021; LE et al., 2022). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) definiu o parto prematuro
como o0 nascimento antes de 37 semanas completas. O baixo peso ao nascer nao esta
limitado a consideragdes cronoldgicas e abrange qualquer recém-nascido com um peso
inferior a 2.500 g; no entanto, em praticamente todos os casos de parto prematuro, o baixo
peso € uma consequéncia associada (JAJOO et al., 2020;). A associagao entre periodontite e
baixo peso ao nascer foi evidenciada pelo estudo de Collins et al. (1994), que demonstrou
que a inducéo de doenca periodontal em hamsters resultou em um peso significativamente
inferior nos filhotes ao nascimento (COLLINS et al., 1994).

Muitas teorias tém sido propostas para explicar a suscetibilidade a gengivite
e periodontite durante a gravidez. Uma delas se relaciona com as flutua¢cdes hormonais de
estrogénio e progesterona. No final do terceiro trimestre, os niveis plasmaticos do estrogénio
e progesterona atingem picos que sao 10 e 30 vezes mais elevados, respectivamente, do que
aqueles observados durante o ciclo menstrual (VITTEK et al., 1982; ERIKSEN et al., 1988).
Além disso, foram identificados receptores para esses hormonios em varios subconjuntos de

células periodontais, sugerindo que os tecidos periodontais podem ser alvos dessas
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alteragdes hormonais (GUNCU et al., 2005; BOBETSIS et al., 2020). Outras ainda sustentam
que mecanismos indiretos, mediados por mediadores inflamatérios produzidos localmente nos
tecidos periodontais, afetam diretamente a unidade fetal-placentaria ou circulam até o figado,
aumentando o estado inflamatorio sistémico por meio de respostas de proteinas de fase
aguda, como a proteina C reativa, o que posteriormente afetaria a unidade fetal-placentaria
(FIGUERO et al., 2020).

Estudos anteriores relacionaram a gestante exposta a mediadores
inflamatérios com alteragdes no desenvolvimento de diferentes sistemas do corpo, incluindo
o cardiovascular, a displasia broncopulmonar, o sistema 0sseo, o sistema nervoso e o
desenvolvimento motor e cognitivo (GIAMBELLUCA et al., 2021; WANG et al., 2022; GREEN
et al., 2023), porém sem evidéncias sobre alteracdes que envolvam o desenvolvimento
dentario de neonatos.

Os estudos estabelecem uma conexao entre problemas como baixo peso
ao nascimento, pré-eclampsia, parto prematuro e alteragbes no desenvolvimento
subsequentes a esses eventos. A periodontite possui uma grande quantidade de bactérias
ou processo inflamatério extenso, com perda 6éssea extensa, envolvimento de lesdes de furca
em geral atingindo mais de um sitio com mobilidade; porém, ndo apresentam dados sobre
lesbes incipientes que envolvam baixo grau de inflamagé&o ou trauma na regiao do periodonto
(KALHAN et al., 2022; KOMINE-AIZAWA et al., 2019; GONZALEZ et al., 2017).

Os dados apresentados neste estudo sdo de grande importancia para
aprofundar o entendimento sobre o tema em futuras pesquisas na area. Isso é particularmente
relevante, considerando que a grande maioria das gestacdes nao é planejada e o pré-natal
odontolégico ndo é amplamente adotado. Essa lacuna é critica, pois tem um impacto direto
na saude publica, nos custos de assisténcia médica, na qualidade de vida e no progresso
cientifico. Portanto, esses resultados representam uma oportunidade significativa para
aprimorar a saude tanto das méaes quanto dos bebés, além de chamar atencdo para o
desenvolvimento de estratégias para prevencao da doenga periodontal aplicadas a mulheres

em idade fértil.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar os possiveis efeitos da peridodontite sobre o desenvolvimento
intrauterino de ratas Wistar, as possiveis malformagdes congénitas na prole e as alteracoes

sobre o desenvolvimento pds-natal, odontogénese e osso trabecular da mandibula.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o desenvolvimento intrauterino da prole de ratas fémeas expostas a

doenga periodontal induzida durante a gestacao;

Identificar as malformacgdes estruturais externas, viscerais e esqueléticas

nos fetos de ratas Wistar com DPI previamente a gestagao;

Avaliar o efeito da DPI na cronologia de erupgdo dos dentes incisivos da

prole de ratas expostas a DPI durante a gestacao;

Avaliar o desenvolvimento neuroldgico, fisico e motor da prole de ratas

fémeas expostas a DPI durante a gestagao;

Analisar as possiveis alteragcbes nos processos de amelogénese e
dentinogénese e no desenvolvimento dsseo trabeculado adjacente ao primeiro molar superior
direito (PMSD).

Correlacionar o baixo peso ao nascimento com marcadores fisicos e

reflexoldgicos associados a DPI.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi conduzido de acordo com os Principios Eticos da
Experimentagdo Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
Animal - CONCEA sob a Lei n°® 11.794, de 08/10/2008, e aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Estadual de Londrina, (UEL), Londrina, Parana,
Brasil (Parecer n. CEUA -UEL n°17614.2018.59). (Anexo A, p. 91).

3.1 Artigo 1

3.1.1  Animais

Foram utilizadas 30 ratas e 30 ratos, adultos, da espécie Rattus norvegicus,
linhagem Wistar, com aproximadamente 250 g de massa corporal, provenientes do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas. Os animais passaram por um periodo
prévio de aclimatacao no biotério setorial do Departamento de Biologia Geral da UEL e
mantidos em grupos de trés animais em gaiolas de polipropileno (18 x 34 x 41 cm) com
tampa de arame zincado e contendo maravalha. Durante a execugao deste trabalho, os
animais foram mantidos em regime de luminosidade controlada, ciclo de 12 horas
claro/escuro, a 22 + 2 °C, com agua e ragao normocaldrica (Nuvital®, Campo Largo,
Brasil) a vontade. O numero de fémeas por grupo foi estimado considerando o tempo
médio de gestacdo em ratas submetidas a doenca periodontal experimental, que
resultando em animais com baixo peso ao nascer, em relagdo a fémeas normais (LIANG
et al., 2018). Para obtengao de um poder estatistico de 80%, com erro tipo | maximo de
5%, seriam necessarias 12 ratas. Considerando até 20% de perdas de animais durante a
experimentagao, por falhas na indugao de periodontite ou perdas em processamento de

amostras, foram incluidas 15 fémeas por grupo de estudo.

3.1.2 Delineamento experimental

As ratas foram alocadas de forma aleatéria nos grupos:

a) Grupo Rata Prenhe Controle (C, n=15) animais sem ligadura que foram
acasalados e passaram por eutanasia no 20°dia de prenhez.

b) Grupo Rata Prenhe com Doenca Periodontal Induzida (DPI, n=15) animais
com ligadura para indugcdo de periodontite que foram acasalados 14 dias apds a

colocacgao da ligadura e passaram por eutanasia no 20° dia de prenhez.
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Figura 1. Delineamento experimental. As ratas do grupo DPI foram submetidas e
inducao de periodontite, 14 dias antes do acasalamento e pareadas por peso as ratas do
grupo C. Os animais prenhes foram acompanhados por 20 dias até o procedimento de
eutanasia.

3.1.3 Inducéao da periodontite

A inducéo da periodontite foi realizada sob anestesia geral, via intramuscular com
solucao de 16 mg/kg de xilazina a 2% cloridrato de sédio (Rompum-Bayer®, Sao Paulo, SP,
Brasil) e 40 mg/kg de cloridrato de quetamina (Francotar-Virbac®, Roseira, SP, Brasil). Uma
ligadura de algodao numero de fio 40 (Coats Corrente Ltda., Sdo Paulo, Brasil) foi posicionada
em torno da regido cervical do primeiro molar maxilar de cada rata e firmemente amarrado. A
periodontite foi determinada clinicamente pela observagdo do fio em posicédo e se houve
sangramento gengival, durante 14 dias do posicionamento da ligadura e posteriormente a
inducdo de prenhez até o momento da eutanasia. Posteriormente, os primeiros molares
superiores foram avaliados por microtomografia computadorizada (micro-CT), quanto a areas
de destruicao do periodonto de inser¢ao e formagao de bolsas infradsseas (SALLAY et al.,
1982).

3.1.4 Indugao da prenhez e eutanasia

Apo6s 14 dias da instalagao da ligadura, as fémeas identificadas como
em estro, por meio do esfregago vaginal, foram alocadas para acasalamento. Para a
confirmagao de que houve a copula, foram injetados 20 pL de solugéo de cloreto de sddio a
9% no canal vaginal da fémea com uma pipeta de pequeno calibre. Em seguida, a solugao foi
aspirada e realizado o esfregago em laminas para verificar, ao microscoépio 6ptico, a presencga
de espermatozoides. Além disso, foi feita uma inspegéo visual nos genitais externos das
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fémeas buscando-se aspectos clinicos indicativos do acasalamento, como sangramento ou
vermelhiddo na vagina. Quando a gestacgéao foi confirmada, as fémeas foram separadas dos
machos e colocadas em gaiolas individuais (MARCONDES et al., 2002).

Ao 20° dia de gestagéo as ratas foram submetidas a eutanasia, via
intramuscular, com 100 mg/kg de cloridrato de quetamina (Francotar, Virbac) e 10 mg/kg de
xilazina (Rompum, Bayer), e realizado a laparotomia e histerectomia. Foi realizada a remogao
da cabecga das fémeas para avaliagdo clinica intrabucal. As ligaduras foram retiradas e o
cranio foi fixado em formalina tamponada a 10%, por 48 horas. O 20° dia de prenhez foi eleito,
por ser um dia antes do término do periodo médio de gestacao do rato, de 21.8 dias, quando
expostos a periodontite (FOGACCI et al., 2016; LIANG et al., 2018).

3.1.5 Analise microtomografica da lesao periodontal

As amostras do osso alveolar dos primeiros molares superiores das ratas
prenhes, foram analisadas por microtomografia de raios-X, no Laboratério de Analise por Raio
X (LARX) da UEL. A aquisicao das imagens das amostras foi realizada num microtomaégrafo
Skyscan modelo 1173 (Bruker, Billerica, MS, EUA). Os parametros usando para aquisi¢ao das
imagens foi 50 KV de tenséo e 160 pA para corrente do tubo de raios-X, com um passo angular
de rotagéo de 0, 35°, usada uma resolugao espacial de 8 um. A reconstrugao das imagens a
partir das aquisi¢oes foi feita no software NRecon (Micro Photonics, Allentown, PA, EUA),
onde foi realizado a corregao de beamhard, ring artfact and smoothing. Com as imagens 2D
e 3D reconstruidas, foram analisadas as perdas 6sseas em torno do dente de interesse. Para
padronizar o volume analisado, foi construida uma rotina de analise na aba custom processes
do software CTan (Bruker, Billerica, MS, EUA). Apds a obtengéo do volume de interesse (VOI),
a imagem foi binarizada utilizando o algoritmo Otsu, 1979 variagdo proposta por Liao (2001)
e realizada a analise 3D para obter volume de 0sso e espacgo vazio dentro do VOI para cada

amostra.

3.1.6 Avali¢ao dos sinais clinicos de toxicidade materna

As ratas prenhes foram pesadas a cada trés dias, durante o periédo gestacional.
Também foram avaliados os sinais clinicos de toxicidade, tais como piloeregcao, olhos
avermelhados, diarreia, dificuldade na coordenagao motora e morte. Apdés a eutanasia e
laparotomia, o coragdo, pulméo, figado e rins foram retirados e analisados externamente

quanto a presenca de hemorragias, areas de necrose e coloragdo dos tecidos e
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posteriormente pesados (STUCKHARDT & POPPE, 1984). (Apéndice A p. 86).

3.1.7 Avaliacdo do desenvolvimento intrauterino e malformag¢des congénitas externas,

viscerais e esqueléticas

O conteudo intrauterino das fémeas foi avaliado quanto a presencga de
reabsorgdes, numero de fetos vivos e mortos, peso fetal e placentario, comprimento fetal e
presenca de malformagdes congénitas externas, sendo calculados os seguintes indices: taxa
de viabilidade fetal, taxa de perda pds-implantacao, taxa de reabsorcdo embrionaria e indice
placentario (MORAES-SOUZA et al., 2017).

O utero e os ovarios foram removidos e contado o numero de corpos
luteos gravidicos, com o auxilio de um estereomicroscopio estereomicroscépio trinocular 40x
(modelo ES-130, Marte Cientifica, Brasil). A seguir os fetos foram retirados e os cornos
uterinos inspecionados quanto ao numero de implantagdes e respectivas placentas. A
presenca de reabsorcdo, numero de fetos vivos e mortos, peso fetal e placentario e
malformacdes externas também foram analisados (MORAES-SOUZA et al., 2017).

Foram determinados a viabilidade fetal [(nimero de fetos vivos/numero
de locais de implantagao) X 100], ap6s perda de implantagdo [(nUmero de locais de
implantagdo - numero de fetos vivos/numero de locais de implantagao) X 100], taxa de
reabsor¢cao embrionaria [(numero de reabsor¢des /niumero de locais de implantagdo) X 100]
e indice placentario (peso da placenta/peso do feto). A taxa de perda pré-implantagao foi
calculada pela férmula [(numero de corpos luteos, numero de implantagdes) / numero de
corpos luteos] x 100. A porcentagem de perdas pds-implantagao foi calculada pela formula
[(ndmero de implantagdes, numero de fetos vivos) / numero de implantagées] x 100
(MORAES-SOUZA et al., 2017).

Os fetos foram analisados quanto a presenca de malformacgdes
congénitas externas. Cerca de metade deles foram destinados a analise de malformacdes
viscerais, sendo fixados em solu¢cao de Bodian e posteriormente examinados por meio de
cortes e microdisseccdo (BARROW e TAYLOR, 1969). Essa avaliagcao foi realizada em
microscopio estereoscopico (Motic SMZ 140, Motic Co, Xiamen, China). O restante dos fetos
foram destinados a analise de malformagbes esqueléticas (COSTA et al., 2016), sendo
inicialmente fixados em acetona, eviscerados, diafanizados e corados em solugido aquosa de
hidréxido de potassio, alizarina e solucao clareadora. Posteriormente, cada feto foi analisado
em microscopio estereoscopico (Motic SMZ 140, Motic Co, Xiamen, China). Foi realizada
também a adequagdo do peso a idade de prenhez (APIP) (ALDERMAN et al., 1998).
(Apéndice B e C, p. 87 e 88).
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3.1.8 Analise estatistica

Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism 5®
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA) utilizando o teste t de Student para dados
paramétricos e o teste de Mann-Whitney para dados n&o paramétricos. O teste de
normalidade adotado foi o teste de D’Agostino Pearson. Para dados de frequéncia, foi
utilizado o teste exato de Fisher ou o teste qui-quadrado com correcdo de Yates. As variaveis
categoricas foram expressas como numero absoluto (n) e percentual (%) e as variaveis
continuas como média * desvio padrdao (DP) e dados nao paramétricos expressos em
mediana e intervalos interquartis. As diferencas foram consideradas significativas quando
P<0,05.

3.2 Artigo 2

3.2.1 Animais

Este estudo foi conduzido de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal, e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da
Universidade Estadual de Londrina, (UEL), Londrina, Parand, Brasil (Parecer n. CEUA -UEL
n°17614.2018.59)

Ratos Wistar fémeas (n=24) e machos (n=2), aproximadamente 250g,
foram alojados em grupos de trés animais, em gaiolas forradas com maravalha, sob condigdes
de iluminacao artificial controlada em um ciclo claro-escuro de 12 horas, a uma temperatura
de 22 + 2° C, com agua e ragado normocaldrica (Nuvilab, Nuvital, Campo Largo, Brasil) ad
libitum. Os animais foram aclimatados ao ambiente de alojamento durante um periodo de 14

dias antes do inicio dos procedimentos experimentais.

3.2.2 Indugédo da periodontite

A indugéo da periodontite foi realizada sob anestesia geral, via intramuscular com
solucéo de 16 mg/kg de xilazina a 2% cloridrato de sédio (Rompum-Bayer®, S&o Paulo, SP,
Brasil) e 40 mg/kg de cloridrato de quetamina (Francotar-Virbac®, Roseira, SP, Brasil). Uma
ligadura de algodao numero de fio 40 (Coats Corrente Ltda., Sdo Paulo, Brasil) foi posicionada
em torno da regiéo cervical do primeiro molar maxilar de cada rata e firmemente amarrado. A

periodontite foi determinada clinicamente pela observacao do fio em posicao e se houve
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sangramento gengival, durante 14 dias do posicionamento da ligadura e posteriormente a
inducdo de prenhez até o momento da eutanasia. Posteriormente, os primeiros molares
superiores foram avaliados através da micro-CT, quanto a areas de destruicdo do periodonto

de insercdo e formacao de bolsas infradsseas. (SALLAY et al., 1982).

3.2.3 Delineamento experimental

As ratas foram pesadas e distribuidas aleatoriamente em um grupo controle
(C, n=12) e um grupo doenga periodontal induzida (DPI, n=12). O grupo P foi submetido a
inducdo de periodontite durante 14 dias, antes do acasalamento (Figura 1) (SALLAY et al.,
1982). Considerando que animais expostos a inflamacdo materna perdem aproximadamente
10% de fungdo motora nos primeiros 21 dias pés-natal (JANTZIE et al., 2014), cerca de 12
filhotes por grupo foram necessarios para a analise de desenvolvimento motor pés-natal e
entado atingir 80% de poder estatistico com um erro tipo | maximo de 5%. Um minimo de 12
ratas para o grupo DPI foi necessario, considerando que aproximadamente 50% das ratas
submetidas a indugdo de periodontite podem nao ficar prenhes apdés duas tentativas de
acasalamento (FOGACCI et al., 2016), e seriam necessarios 12 filhotes machos e 12 fémeas
de cada grupo experimental para analise de desenvolvimento motor.

Ratas identificadas como em estro foram acasaladas na proporgao de duas
fémeas para um macho. A gestacao foi confirmada pela presenga de espermatozoides no
esfregaco vaginal e considerada o dia zero da gestagdo. No 21° dia de gestagao, o parto
ocorreu de forma natural (Figura 1).

Quatro animais (dois machos e duas fémeas) de cada prole dos grupos DPI
e C foram acompanhados diariamente durante 30 dias para avaliagao do desenvolvimento,
comportamento motor e odontogénese (Figura 1). Apos 30 dias, os animais passaram por

eutanasia para avaliagdo microtomografica da regido do primeiro molar superior.
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Figura 2. Delineamento experimental. As ratas do grupo DPI foram submetidas e indugao de
periodontite, 14 dias antes do acasalamento e pareadas por peso as ratas do grupo C. Os animais
prenhes foram acompanhados por 21 dias até o nascimento da prole. Dois filhotes machos e dois
filhotes fémeas de cada ninhadas das ratas dos grupos C e DPI foram selecionados aleatoriamente e
acompanhados durante 30 dias. Apdés o nascimento foi avaliado o desenvolvimento fisico e
reflexoldgico. Apds 30 dias, os filhotes passaram por eutanasia e o 0sso alveolar e primeiros molares
superiores foram avaliados por Microtomografia.

3.2.4 Avaliagao dos sinais clinicos e de toxicidade materna

Para analise da toxicidade, as fémeas prenhes foram pesadas a cada trés
dias durante o periodo gestacional até o dia anterior ao parto (20° dia). Também foram
avaliados sinais clinicos de estresse e toxicidade, tais como piloeregéo, olhos avermelhados,

diarreia, dificuldade na coordenagcdo motora e morte.

3.2.5 Avaliacao do desenvolvimento fisico pés-natal

No primeiro dia pos-natal (dia 1), dois filhotes machos e dois filhotes fémeas
de cada ninhada foram selecionados aleatoriamente para avaliagdo do desenvolvimento pés-
natal. Os animais foram medidos e pesados nos dias 1, 7, 14 e 21 pds-natal.

Os filhotes foram observados diariamente para registrar o dia em que
ocorreu a abertura do pavilhao auricular (a partir do dia 2), medida da distancia anogenital (a
partir do dia 2 e no Dia 17), crescimento de pelos (comegando no dia 4), mamilos evidentes
nas fémeas, 5 pares de glandulas mamarias (a partir da 1° semana), desdobramento de
orelhas (comegando no dia 10), abertura dos olhos (comegando no dia 12), descida dos
testiculos (a partir do dia 15) e abertura vaginal (a partir do dia 28) e os aspectos anatdmicos
foram observados na busca de possiveis alteragdes (SANCHES et al., 2019).

No desenvolvimento reflexolégico foram avaliados o endireitamento postural

(comecando no dia 1), preensao palmar (comegando no dia 2), geotaxia negativa (comeg¢ando
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no dia 4) e marcha adulta (comecando no dia 9) (KISS et al., 2012; HORVATH et al., 2015).
(Apéndice D, p. 89).

A erupcgédo dos dentes incisivos foi acompanhada do primeiro até o 30° dia
pos-natal. O Dia 30 foi escolhido por corresponder ao processo final de desenvolvimento
radicular e formag&o do cemento celular (KANEKO et al., 1999).

No dia 30, oito animais de cada grupo foram selecionados aleatoriamente
para analise do primeiro molar superior direito e osso trabecular adjacente. Os animais
passaram por eutanasia por overdose da associagdo de 100 mg/kg de cloridrato de quetamina
(Francotar-Virbac®, Roseira, SP, Brasil) e 10 mg/kg de xilazina (Rompum-Bayer®, Sao Paulo,
SP, Brasil), por via intramuscular, e as maxilas direitas foram dissecadas e colocadas em
formol neutro tamponado a 10% por 24 h e mantidos em &lcool 70% até analise por
microtomografica (LOPES et al., 2021).

3.2.6 Avaliagao da Microtomografia Computadorizada por Raios X

As medidas de micro-CT foram realizadas com o microtomografo SkyScan-
Bruker, modelo 1172 (Bruker BioSpin Corporation, Kontich, Bélgica). A varredura da amostra
foi padronizada usando uma tensao de 44 kV e uma corrente de 226 pA. A resolucédo das
imagens obtidas foi de 3 ym. A reconstrugéao foi realizada com o programa NRecon (Bruker
BioSpin Corporation, Kontich, Bélgica, versdo 1.7.4.2) e as analises quantitativas foram
realizadas com o programa CTan (Bruker BioSpin Corporation, Kontich, Bélgica, versao
1.20.8). As imagens 2D ou 3D foram obtidas usando o software DataViewer (Bruker BioSpin
Corporation, Kontich, Bélgica, versdo 1.6.0.0) e CTVox (Bruker BioSpin Corporation, Kontich,
Bélgica, versao 3.3.1), respectivamente. Os parametros avaliados no primeiro molar superior
direito foram o volume de esmalte (EV, mm?) e volume de dentina (DV, mm3). Para a analise
do osso trabecular adjacente, foram considerados os seguintes parametros: volume ésseo
(BV, mm?), superficie dssea (BS, mm?), relagdo superficie/volume ésseo (BS/BV, mm™),
volume 6sseo-relagdo tecido (BV/TV, %), numero trabecular (Tb.N, mm™), distdncia entre

trabéculas (Tb.Sp, mm) e espessura trabecular média (Tb.Th, mm).

3.2.7 Analise histopatolégica

Apds a obtencao das imagens microtomograficas, as amostras foram
submetidas a descalcificacdo em solucdo de EDTA 10% em corrente elétrica continua de 100
mV. Apds a descalcificacdo, as amostras foram desidratadas, diafanizadas em solucao de

xileno e incluidas em parafina histolégica. Cortes de 7 um do longo eixo da coroa dos primeiros
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molares superiores, foram submetidos a coloragdo em hematoxilina-eosina (HE). As laminas
foram analisadas em microscépio optico (Motic BA210, Motic Co, Xiamen, China) com
aumento de 40X. Foram identificadas alteracbes na formacdo da matriz dentinaria, polpa
dentaria, cemento radicular, ligamento periodontal e osso alveolar. A avaliagao histopatolégica

foi realizada por um patologista cego para a alocagédo dos grupos experimentais.

3.2.8 Analise estatistica

Os dados referentes a cada analise foram tabulados e posteriormente
analisados no programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). A
distribuicdo de normalidade dos dados continuos foram determinadas com o teste de Shapiro-
Wilk. Dados com distribuicao normal foram expressos em média e desvio padrdao. Para
variaveis com distribuicdo normal e homogeneidade de varidncia, a significancia das
diferengas entre os grupos foi determinada pelo teste t de Student, ou foi avaliada usando
analise de variancia de duas vias (two-way ANOVA,; fatores: antropometria e tempo) com o
teste post hoc de Bonferroni. Os dados que n&o apresentaram distribuicdo normal e/ou ndo
apresentaram homogeneidade de variancia foram analisados por meio dos testes nao
paramétricos de Mann-Whitney, ou Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn. As
variaveis categoricas foram expressas como numero absoluto (n) e percentual (%). O nivel de
significancia adotado foi de 5%. Para avaliar a forga e a diregdo da relagao linear entre duas
variaveis continuas, foi utilizado o coeficiente de correlagado de Pearson, que varia de -1 a 1.
Um valor de r=1 indica uma correlagao perfeita positiva, onde a medida que uma variavel

aumenta, a outra também aumenta linearmente. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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Destaques:

o Lesdes destrutivas dos tecidos periodontais leves e moderadas durante a gestacao
em ratas, mesmo na auséncia de periodontopatégenos, podem causar abortos e baixo
peso ao nascimento.

e A presenca de doenca periodontal induzida durante a gestagdo em ratas promove
alteracdes vasculares hemorragicas nos recém-nascidos.

e A presenca de doencga periodontal induzida durante a gestacdo em ratas provoca

alteracdes teratogénicas no tecido 6sseo da prole.
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Resumo

Objetivo: Verificar os efeitos da doenga periodontal induzida (DPI) no desenvolvimento
intrauterino e embriofetal de ratas Wistar.

Design: A periodontite foi induzida em 15 ratas (grupo DPI) com ligadura com fio de algodao
n°® 40 nos primeiros molares superiores. Apds 14 dias, o grupo DPI e grupo C (n=15 cada)
foram acasaladas com machos saudaveis. Apdés 20 dias, as fémeas foram submetidas a
eutanasia, avaliacdo microtomografica do osso alveolar da maxila, laparotomia e
histerectomia para avaliar o desenvolvimento intrauterino (hiumero de reabsor¢des, perda pés-
implantacao, taxa de reabsorgéo e viabilidade fetal) e a presenca de malformagdes congénitas
6sseas e viscerais da prole. Dados paramétricos foram analisados pelo teste t de Student e
nao-paramétricos, pelo teste de Mann-Whitney, com significancia de 5%.

Resultados: O volume de perda 6ssea na regiao cervical do osso alveolar no grupo DPI (0,34
+ 0,08 mm?) foi maior em relagdo a C (0,25 + 0,04, P<0.05). Ocorreu um aumento do nimero
de reabsor¢des no grupo DPI (1,00 [1,00 - 2,00) em relagao a C (0,0 [0,0 - 0,0], p=0,0003),
perdas poés-implantagcao (DPI = 7,69 [0,0 - 9,09]; C= 0,0 [0,0 - 0,0], p=0,0002) e reducao da
viabilidade fetal (DPI= 90,91 [76,92- 92,31]; C= 100,0 [100,0 - 100,0], p=0,0002). Os fetos do
grupo DPI apresentaram peso (DPI=4,60 + 0,56 g; C= 3,50+ 0,34 g, p= < 0.0001) e tamanho
(DPI=3,89+ 3,18; C=3,19+ 1,87, p= <0,0001) inferiores ao grupo C. O grupo DPI apresentou
hematomas (n= 9, 7%) e alteragdo de forma e/ou auséncia nos ossos do esterno (n =16,
12,6%) e auséncia de costelas (n = 15, 11,6%).

Conclusodes: Os resultados sugerem que o desenvolvimento de peridontite durante o periodo
gestacional esta associado a diminuicdo da viabilidade, baixo peso ao nascer e

desenvolvimento de malformagdes dsseas e hematomas perinatal.

Palavras-chave: Periodontite; Gestacao; Malformacgdes; Aborto.
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Introducao

A periodontite € uma doenga inflamatéria crénica que afeta os tecidos de suporte dos
dentes. O acumulo de biofilme dentario é o principal fator de risco para doenca, promovendo
as reacoes inflamatoérias que provocam a destruicdo dos tecidos periodontais de sustentacéo
do dente (Slots, 2017; Tonetti, Greenwell, & Kornman, 2018). Alteracées hormonais,
metabdlicas, inflamatdérias e imunolégicas que ocorrem durante a gestagdo podem promover
a disbiose do biofilme bucal e exacerbar reagdes inflamatdrias o que contribui para a
exacerbacao das doencgas periodontais em gestantes (Lieske et al., 2022; Ortiz-Sanchez,
Legorreta-Herrera, & Rodriguez-Sosa, 2021). Durante a gestagéao, a periodontite tem uma alta
prevaléncia e aproximadamente 62,0 a 66,7% das gestantes apresentam sinais de gengivite
€ 40,0 a 47,0% sao diagnosticadas com periodontite (Chen, Hong, & Yu, 2022; Kim, Kim, Choi,
& Chung, 2023; Machado, Ferreira, Lopes, Mendes, & Botelho, 2023; Thomas et al., 2023).
Evidéncias clinicas sugerem que os mediadores inflamatérios liberados nos tecidos
periodontais em reposta aos microrganismos do biofilme dental podem causar também danos
a outros 6rgaos e tecidos e aumentar o risco de complicagdes durante a gestacado (Chopra,
Radhakrishnan, & Sharma, 2020; de Mello-Neto et al., 2023; Green et al., 2023; Mahapatra et
al., 2021; Mohr et al., 2019).

A gengivite e a periodontite ndo tratadas em gestantes est&o relacionadas ao risco de
aborto (Merchant, Sutherland, Liu, Pitiphat, & Dasanayake, 2018), prematuridade (Kim et al.,
2023; Machado et al., 2023; Sinha et al., 2022) e baixo peso ao nascimento (Machado et al.,
2023; Mahapatra et al., 2021; Sinha et al., 2022; Volgyesi et al., 2023). Embora as respostas
inflamatérias induzidas pela periodontite possam aumentar o risco de prematuridade e baixo
peso ao nascer, evidéncias de que a periodontite durante a gestagao cause alteracoes sobre
a organogénese e malformagbes em recém-nascidos ainda sdo escassas na literatura
(Starzynska et al., 2022). Estudos sugerem que a inflamacgao sistémica e intrauterina pode
alterar o desenvolvimento do sistema cardiovascular (Giambrone, Logue, Shao, Bidwell, &
Warrington, 2019; Leon et al., 2022; Seliga-Siwecka & Kornacka, 2013; Ward et al., 2023),
aumentar a frequéncia de anomalias da desenvolvimento de estruturas nervosas e derivadas
da crista neural (Kalish et al., 2021; Li et al., 2022; Seliga-Siwecka & Kornacka, 2013) e
promover atraso de desenvolvimento do tecido dsseo (Balasuriya et al., 2017; Hussein,
Khazaeel, Ranjbar, Tabandeh, & Alahmed, 2023; Perrone et al., 2022; Wang et al., 2022). No
entanto, ndo esta estabelecido se a inflamagao dos tecidos periodontais durante a gestagéao
pode promover alteragdes de desenvolvimento em fetos.

Considerando que alteragdes inflamatdrias em gestantes aumentam o risco de

complicagbes durante a gestagdo e promovem alteragdes de desenvolvimento nos fetos, o
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objetivo do presente estudo foi avaliar a hipétese de que a destrui¢cao dos tecidos periodontais,
por inducdo de periodontite, aumente o risco de reabsor¢cdes fetais e atraso de

desenvolvimento fetal.

Materiais e métodos

Animais

Este estudo foi conduzido de acordo com os Principios Eticos da Experimentacéo
Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal - CONCEA
sob a Lei n° 11.794, de 08/10/2008, e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal da Universidade Estadual de Londrina, (UEL), Londrina, Parana, Brasil (Parecer n.
CEUA -UEL n°17614.2018.59). Todos os experimentos com animais foram realizados em
conformidade com as diretrizes ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments
2.0, https://www.arriveguidelines.org/resources) e de acordo com a Lei de Animais
(Procedimentos Cientificos) do Reino Unido de 1986 e diretrizes associadas, a Diretiva da
Unido Europeia (UE) 2010/63/UE para experimentos com animais ou o Guia do Conselho
Nacional de Pesquisa para o Care and Use of Laboratory Animals.

Foram utilizadas 30 ratas e 30 ratos, adultos, da espécie Rafttus norvegicus,
linhagem Wistar, com aproximadamente 250 g de massa corporal, provenientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Biologicas da UEL e passaram por um periodo prévio de
aclimatacao no biotério setorial do Departamento de Biologia Geral da UEL. Os animais foram
mantidos em grupos de trés animais em gaiolas de polipropileno (18 x 34 x 41 cm) com tampa
de arame zincado e contendo maravalha. Durante a execucdo deste trabalho, os animais
foram mantidos em regime de luminosidade controlada, ciclo de 12 horas claro/escuro, a 22
+ 2 °C, com agua e ragao normocaldrica (Nuvital, Campo Largo, Brasil) a vontade. O numero
de fémeas por grupo foi estimado considerando o tempo médio de gestagdo em ratas
submetidas a doenca periodontal induzida, resultando em animais com baixo peso ao nascer,
em relacdo a ratas controle (Liang et al., 2018). Para obtengdo de um poder estatistico de
80%, com erro tipo | maximo de 5%, seriam necessarias 12 ratas. Considerando até 20% de
perdas de animais durante a experimentagao, por falhas na indugao de periodontite ou perdas

em processamento de amostras, foram incluidas 15 ratas por grupo.

As ratas foram alocadas de forma aleatéria nos grupos:
a) Grupo Rata Prenhe Controle (C, n=15) animais sem ligadura que foram acasalados e

passaram por eutanasia no 20°dia de prenhez.
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b) Grupo Rata Prenhe com Doencga Periodontal Induzida (DPI, n=15) animais com ligadura
para indugao de periodontite que foram acasalados 14 dias apos a colocagao da ligadura

e passaram por eutanasia no 20° dia de prenhez.

L.
-~

Figura 1. Delineamento experimental. As ratas do grupo DPI foram submetidas e
indugao de periodontite, 14 dias antes do acasalamento e pareadas por peso as ratas do

grupo C. Os animais prenhes foram acompanhados por 20 dias até o procedimento de
eutanasia.

Inducao da periodontite

A inducéo da periodontite foi realizada sob anestesia geral, via intramuscular com
solucao de 16 mg/kg de xilazina a 2% cloridrato de sédio (Rompum-Bayer®, Sao Paulo, SP,
Brasil) e 40 mg/kg de cloridrato de quetamina (Francotar-Virbac®, Roseira, SP, Brasil). Uma
ligadura de algodao numero de fio 40 (Coats Corrente Ltda., Sdo Paulo, Brasil) foi posicionada
em torno da regiao cervical do primeiro molar maxilar de cada rata e firmemente amarrado. A
periodontite foi determinada clinicamente pela observacdo do fio em posicdo e se houve
sangramento gengival, durante 14 dias do posicionamento da ligadura e posteriormente a
inducdo de prenhez até o momento da eutanasia. Posteriormente, os primeiros molares
superiores foram avaliados através da micro-CT, quanto a areas de destruicdo do periodonto

de insercao e formacgao de bolsas infradsseas. (Sallay et al., 1982).
Inducao da prenhez e eutanasia
Apoés 14 dias da instalagdo da ligadura, as fémeas identificadas como em estro, por

meio do esfregago vaginal, foram alocadas para acasalamento. Para a confirmacao de que
houve a copula, foram injetados 20 uL de solugéo de cloreto de sédio a 9% no canal vaginal
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da fémea com uma pipeta de pequeno calibre. Em seguida, a solugao foi aspirada e realizado
o esfregaco em laminas para verificar, ao microscépio optico, a presenca de espermatozoides.
Além disso, foi feita uma inspec¢éo visual nos genitais externos das fémeas buscando-se
aspectos clinicos indicativos do acasalamento, como sangramento ou vermelhiddo na vagina.
Quando a gestacdo foi confirmada, as ratas foram separadas dos ratos e colocadas em
gaiolas individuais. Apos o acasalamento os ratos foram submetidos a eutanasia (Marcondes,
Bianchi, & Tanno, 2002).

Ao 20° dia de gestacao as ratas foram submetidas a eutanasiadas, com 100 mg/kg de
cloridrato de quetamina via intramuscular,(Francotar-Virbac®, Roseira, SP, Brasil) e 10 mg/kg
de xilazina (Rompum-Bayer®, S&o Paulo, SP, Brasil), e realizado a laparotomia e
histerectomia. Foi realizada a remocdo da cabeca das femeas para avaliacdo clinica
intrabucal. As ligaduras foram retiradas e o cranio foi fixado em formalina tamponada a 10%,
por 48 horas. O 20° dia de prenhez foi eleito, por ser um dia antes do término do periodo
médio de gestacao do rato, de 21,8 dias, quando expostos a periodontite (Fogacci et al., 2016;
Liang et al., 2018).

Analise microtomografica da lesdao periodontal

As amostras do osso alveolar dos primeiros molares superiores das ratas prenhes,
foram analisadas por microtomografia de raios-X, no Laboratério de Analise por Raio X (LARX)
da UEL. A aquisicdo das imagens das amostras foi realizada num microtomégrafo Skyscan
modelo 1173 (Bruker, Billerica, MS, EUA). Os parametros usando para aquisi¢ao das imagens
foi 50 KV de tensdo e 160 pA para corrente do tubo de raios-X, com um passo angular de
rotacdo de 0, 35° usada uma resolucao espacial de 8 um. A reconstrugdo das imagens a
partir das aquisi¢cdes foi feita no software NRecon (Micro Photonics, Allentown, PA, EUA),
onde foi realizado a correcao de beamhard, ring artfact and smoothing. Com as imagens 2D
e 3D reconstruidas, foram analisadas as perdas ésseas em torno do dente de interesse. Para
padronizar o volume analisado, foi construida uma rotina de analise na aba custom processes
do software CTan (Bruker, Billerica, MS, EUA). Apds a obtengéo do volume de interesse (VOI),
a imagem foi binarizada utilizando o algoritmo Otsu, 1979 variagédo proposta por Liao (2001)
e realizada a analise 3D para obter volume de 0sso e espacgo vazio dentro do VOI para cada

amostra.

Avalicao dos sinais clinicos de toxicidade materna

As ratas prenhes foram pesadas a cada trés dias, durante o periédo gestacional.
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Também foram avaliados os sinais clinicos de toxicidade, tais como piloerecao, olhos
avermelhados, diarreia, dificuldade na coordenagdo motora e morte. Apds a eutanasia e
laparotomia, o coragdo, pulméo, figado e rins foram retirados e analisados externamente
quanto a presenca de hemorragias, areas de necrose e coloragdo dos tecidos e

posteriormente pesados (Stuckhardt & Poppe, 1984).

Avaliagcdo do desenvolvimento intrauterino e malformagdes congénitas externas,

viscerais e esqueléticas

O conteudo intrauterino das fémeas foi avaliado quanto a presenca de reabsorgoes,
numero de fetos vivos e mortos, peso fetal e placentario, comprimento fetal e presenca de
malformacdes congénitas externas, sendo calculados os seguintes indices: taxa de
viabilidade fetal, taxa de perda pés-implantacdo, taxa de reabsor¢cdo embrionaria e indice
placentario (Moraes-Souza et al., 2017).

O utero e os ovarios foram removidos e contado o niumero de corpos luteos gravidicos,
com o auxilio de um estereomicroscépio trinocular 40x (modelo ES-130, Marte Cientifica,
Brasil). A seguir, os fetos foram retirados e os cornos uterinos inspecionados quanto ao
numero de implantagdes e respectivas placentas. A presenca de reabsorg¢ao, nimero de fetos
vivos e mortos, peso fetal e placentario e malformagdes externas também foram
analisados(Moraes-Souza et al., 2017).

Foram determinados a viabilidade fetal [(nUmero de fetos vivos/niumero de locais de
implantacao) X 100], apés perda de implantacéo [(niumero de locais de implantagao - numero
de fetos vivos/numero de locais de implantagdo) X 100], taxa de reabsorcédo embrionaria
[(numero de reabsorgdes /numero de locais de implantagéo) X 100] e indice placentario (peso
da placenta/peso do feto). A taxa de perda pré-implantacao foi calculada pela férmula
[(nimero de corpos luteos, numero de implantagdes) / numero de corpos luteos] x 100. A
porcentagem de perdas pés-implantagao foi calculada pela formula [(nUmero de implantagdes,
numero de fetos vivos) / numero de implantagdes] x 100 (Moraes-Souza et al., 2017).

Os fetos foram analisados quanto a presenca de malformagdes congénitas externas.
Cerca de metade deles foram destinados a analise de malformacdes viscerais, sendo fixados
em solugdo de Bodian e posteriormente examinados por meio de cortes e microdissec¢ao
(Barrow & Taylor, 1969). Essa avaliacao foi realizada em microscépio estereoscépico (Motic
SMZ 140, Motic Co, Xiamen, China). O restante dos fetos foram destinados a analise de
malformacgdes esqueléticas (Costa Gde, Galvao, Bacchi, Moreira, & Salles, 2016), sendo
inicialmente fixados em acetona, eviscerados, diafanizados e corados em solugédo aquosa de

hidréxido de potassio, alizarina e solugao clareadora. Posteriormente, cada feto foi analisado
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em microscopio estereoscopico (Motic SMZ 140, Motic Co, Xiamen, China). Foi realizada
também a adequacgao do peso a idade de prenhez (APIP) (Alderman, Zhao, Holt, Watts, &
Beresford, 1998).

Analise estatistica

Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism 5® (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, CA, EUA) O teste de normalidade adotado foi o teste de D"Agostino Pearson.
O teste t de Student para dados paramétricos e o teste de Mann-Whitney para dados nao
paramétricos. Para dados de frequéncia, foi utilizado o teste exato de Fisher ou o teste qui-
quadrado com corregado de Yates. As variaveis categéricas foram expressas como numero
absoluto (n) e percentual (%) e as variaveis continuas como média + desvio padrao (DP) e
dados nao paramétricos expressos em mediana e intervalos interquartis. As diferencas foram

consideradas significativas quando P<0,05.
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Resultados

Em resposta a inducado da doenca periodontal, observou-se pela da micro-CT uma
diferenga de volume ésseo tanto na regiao cervical horizontalmente quanto verticalmente no
grupo DPI.

O volume de perda déssea na regido cervical do osso alveolar no grupo P (0,34 + 0,08
mm?) foi maior em relagdo a C (0,25 + 0,04, P<0,05). As lesbes concentram-se no tergo

cervical do dente, sem comprometimento da regido de furca (Figura 1).

(b)

Controle

Figura 2. Imagens de micro-CT reconstruidas. Primeiro molar superior direito do grupo doenga
periodontal induzida com perda éssea, aumento da area radiolicida em profundidade e espessura do
espaco do ligamento periodontal (a). Primeiro molar superior direito do grupo C com menor alargamento
do espaco do ligamento periodontal comparado ao DPI (b).

A periodontite ndo alterou o peso materno durante a prenhez, bem como o peso dos

orgaos vitais (tabela 1). Nao foi observado nenhum sinal clinico de toxicidade materna.
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737 Tabela 1. Peso final do animal, ganho de peso e peso de é6rgdos e tecidos de ratas no 20%dia
738  de prenhez, submetidas a doencga periodontal induzida (DPI) e grupo controle (C).
Parametro Grupo C (n=15) Grupo DPI (n= 15) p
Peso Final (g)? 327,0 [322,0 - 342,0] 312,0 [302,0 - 335,0] 0,074
Ganho de peso (g)° 106,9 + 22,72 99,29 + 40,52 0,534
Coragao (g)° 0,93 + 0,01 0,83 + 0,01 0,074
Pulmébes (g)? 138,0 [124,0 - 160,0] 144,0 [134,0 - 184,0] 0,101
Figado (g)? 12,10 [10,23 — 12,72] 10,66 [10,26 — 12,09] 0,237
Rins (g)° 1,74 £ 0,04 1,60 £ 0,02 0,625
739 2 Mediana e intervalo interquartil de 25 a 75% Teste de Mann-Whitney.? Média + desvio padréo Teste T de
740 Student. *P<0,05.
741
742 O grupo DPI apresentou diminuicdo do peso e comprimento fetal, aumento de
743  reabsorgoes e taxa de reabsorgdo, aumento da frequéncia de perda pds-implantagéo e taxa
744  de reabsorgdo, e diminuicdo da viabilidade fetal comparado ao grupo C (tabela 2). A
745  frequéncia de fetos com peso abaixo do peso adequado a idade de prenhez foi maior no grupo
746  DPI (tabela 2).
747
748 Tabela 2. Parametros reprodutivos e desenvolvimento fetais em ratas prenhes com
749  periodontite induzida (DPI) e controles (C).
C (n=15) DPI (n=15) P
fémeas)
Parametros reprodutivos
Reabsor¢des (contagem) @ 0,0[0,0-0,0] 1,00[1,00 - 2,00] * 0,0003
Perda pos-implantagao (%) 2 0,0[0,0-0,0] 7,691[0,0-9,09] ¢ 0,0002
Taxa de reabsorgao (%)? 0,0[0,0-0,0] 8,33[7,14 -20,0] * 0,0003
Viabilidade fetal (%) @ 100,0 [100,0 - 100,0] 90,91 [76,92- 92,31] * 0,0002
Peso do utero com fetos (g)° 66,56 + 16,11 57,53 + 16,10 0,148
Desenvolvimento fetal
Peso fetal (g)° 4,60 + 0,56 3,50+ 0,34 < 0,0001
Comprimento fetal (cm)® 3,89 + 3,18 3,19+ 1,87 < 0,0001
Placenta peso (g) ° 0,36 + 0,02 0,38 £ 0,06 0,229
indice placentério (%) @ 0,11 [0,09 - 0,14] 0,10 [0,09 - 0,11] 0,430
APIP © N=01,1,3% N = 28, 36,3% < 0,0001
750 @Mediana e intervalo interquartil de 25 a 75%, teste de Mann-Whitney. ® Média e desvio padrao, teste
751 T de Student. € teste de Qui-quadrado com corregéo de Yates. *P<0,05.
;g% Na analise visceral foram avaliados um total de 81 fetos do grupo C e 77 do grupo DPI.
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754  Areas de hematomas hemorragicos (figura 2) foram observadas apenas nos animais do grupo
755  DPI (n=9; 7%).
756

757

758 Figura 3. Vista lateral de fetos de ratas ao 20° dia de prenhez. Teste exato de Fisher e P significante
759 >0,05. A) A seta indica o hematoma hemorragico presente na pata inferior direita e ao final da cauda
760 do feto do grupo DPI (7,0%). B) A seta indica a pata do feto do grupo C sem hematoma hemorragico
761 (0,0, P>0,01).

;g% Legenda: Grupo doenga periodontal induzida (DPI); Grupo controle (C).

764 O numero de fetos avaliados na analise esquelética foram 80 do grupo C e 79 do grupo

765 DPI. Em relacdo as malformacdes esqueléticas, houve aumento da frequéncia de alteracdes
766 de forma e/ou auséncia nos ossos do esterno do grupo DPI (n=16, 12,6%, Figura 3) em
767  relagdo a C (n=5, 3,7%, P<0,01).
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Figura 4. Vista frontal dos ossos que compde o osso esterno de fetos de ratas ao 20° dia de gestagéo.
Teste exato de Fisher e P significante >0,05. A) A seta indica a alteragdo de tamanho e niumero dos
ossos que compde o esterno de um feto do grupo DPI (12,6%). B) sequéncia correta dos ossos do
esterno em um filhote do grupo C (3,7%, P<0,01).

Legenda: Grupo doenga periodontal induzida (DPI); Grupo controle (C).

A auséncia e ossificagao parcial das costelas foi mais frequente no grupo DPI (n=15,
11,6%, Figuras 4, 5 e 6) em relagao ao grupo C (n=3, 2,5%, P<0,01).
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782

783 Figura 5. Vista lateral esquerda de costelas em fetos de ratas ao 20° dia de gestacdo. Teste exato de
784 Fisher e P significante >0,05. A) A seta indica a auséncia de duas costelas em feto do grupo DPI
785 (11,6%). B) A seta indica o animal do grupo C sem alteragdes nas costelas (2,5%, P<0,01).

786 Legenda: Grupo doenga periodontal induzida (DPI); Grupo controle (C).

787
788
Q‘f’ *
\ /
o
; B2
789

790 Figura 6. Vista lateral direita de costelas em fetos de ratas ao 20° dia de gestacdo. Teste exato de
791  Fisher e P significante >0,05. A) A seta indica a alteragdo no término da ossificagdo das costelas de
792  feto do grupo DPI (11,6%). B) A seta indica feto do grupo C sem alteragdes nas costelas (2,5%, P<0,01).
793  Legenda: Grupo doenga periodontal induzida (DPI); Grupo controle (C).

794

795
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Discussao

A associagdo da periodontite e complicagbes na gravidez, como baixo peso ao
nascimento, pré-eclampsia, abortos e alteragdes cognitivas, motoras e cardiacas, tem sido
amplamente fundamentada em estudos epidemioldgicos (Bond et al., 2023; Caneiro et al.,
2020; Kim et al., 2023; Machado et al., 2023; Mahapatra et al., 2021; Sinha et al., 2022). No
entanto, a relagdo com o desenvolvimento de malformagbdes nos fetos ainda ndo esta
claramente estabelecida. Considerando que a presenca de um quadro inflamatério € um fator
de risco para complicagdes gestacionais e para o desenvolvimento fetal, a hipétese proposta
pelo estudo foi considerada verdadeira, uma vez que foram identificadas alteragbes de
desenvolvimento fetal. Os resultados do estudo apresentam evidéncias de uma relagao entre
a doencga periodontal materna e alteracdes esqueléticas e vasculares nos fetos. Estes
resultados sugerem que a doenga periodontal, uma condi¢cdo inflamatéria crénica das
estruturas de suporte dentario, ndo é apenas uma preocupacao para a saude bucal materna,
mas também pode ter implicagcbes mais amplas para o desenvolvimento fetal.

As imagens microtomograficas do periodonto materno, nas regides de indugao de
bolsa periodontal, demonstram a formacdo de bolsas intradsseas compativeis com o
desenvolvimento inicial de lesbes periodontais classificadas clinicamente em humanos como
estagio | (periodontite inicial) e Il (periodontite moderada) (Tonetti et al., 2018). Lesdes destes
estagios podem ser revertidos por tratamentos odontoldgicos conservadores (Caneiro-Queija
etal., 2019; Tonetti et al., 2018), e ndo sdo comumente associadas a prematuridade e abortos
na literatura (Caneiro-Queija et al., 2019; Caneiro et al., 2020; Mahapatra et al., 2021). O
desenvolvendo de lesdes 6sseas iniciais ndo promoveu alteracdes e complicacoes sistémicas
nas fémeas prenhes. No entanto, os resultados do presente estudo demonstram uma situacao
preocupante quando extrapolado para o ponto vista clinico, uma vez que, mesmo lesdes
menos avancadas de destruicao periodontal, podem contribuir para o aumento do risco de
abortos e mal formacdes esqueléticas e alteracdes vasculares. (Kim et al, 2023; Merchant et
al., 2018).

O grupo DPI apresentou um aumento significativo de reabsorgdes responsavel pela
diminui¢ao da viabilidade fetal desde a implantagéo até a pdés-implantagéo. A reabsorgao nos
modelo de estudos de desenvolvimento fetal em ratos € uma complicagao gestacional analoga
aos abortos em humanos (Conaway, 1955). Estes resultados sugerem, que mesmo lesdes
periodontais iniciais podem estar correlacionadas ao aumento da incidéncia de abortos e
complicagOes descritas para estagios avangados da doenga (Bond et al., 2023; George et al.,
2011; Kim et al., 2023; Merchant et al., 2018). A histéria autorrelatada de doenga periodontal

prévia a gestacéo esta associada ao aumento da incidéncia de abortos (Bond et al., 2023).
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Além disso, a presenca de doenca periodontal, mas ndo a gravidade da doenca, esta
associada diretamente com o risco de abortos (Kim et al., 2023). Estudos em pacientes
gestantes com doenca periodontal leve a moderada que receberam tratamento periodontal
indicam que mesmo a doenga em estagio inicial aumenta o risco de parto prematuro
(Merchant et al., 2018).

A presenca de altos niveis de mediadores inflamatoérios e de toxinas produzidas pelos
microrganismos presentes no biofilme, especialmente a Porfiromonas gingivalis, tem sido
associada ao desenvolvimento de complicagbes gestacionais (Chopra et al., 2020; Lara et al.,
2023; Liang et al., 2018). O modelo de indugéo de periodontite utilizada no presente estudo &
capaz de induzir alteragdes inflamatdrias locais e sistémicas em outros 6rgaos e tecidos (de
Mello-Neto et al., 2023; Yang et al., 2023), o que pode ter sido associado as complicacoes
gestacionais observadas no presente estudo. Os resultados sugerem que as respostas
inflamatérias da destruigdo dos tecidos periodontais, mesmo em estagios iniciais representam
aumento do risco de complicacbes durante a gestacao, independente da presenca de fatores
de viruléncia dos microrganismos periodontais.

A inflamacao advinda de processos infecciosos e nao infecciosos, pode provocar o
rompimento da membrana placentaria devido a degradagao aberrante da matriz extracelular,
induzida por metaloproteinases de matriz como resposta ao influxo de citocinas pro-
inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral-a e interleucina-1p (Abi Nahed et al., 2019;
Fasoulakis et al., 2023; Green et al., 2023; Gyllenhammer et al., 2021; Kwon et al., 2023). E
possivel que a inflamacéo provocada pela destruicdo dos tecidos periodontais, exacerbada
por acao indireta da progesterona (Lieske et al., 2022; Ortiz-Sanchez et al., 2021), possa estar
associada as alteracoes placentarias que provocaram reabsorcdes e perdas implantacionais
no presente estudo.

Uma das principais fun¢gdes do aumento da progesterona é a manutengao da gravidez,
além da participacdo na implantacdo embrionaria e na modulagdo de respostas imunes
(Norwitz et al., 2020, Mor G et al., 2010). O primeiro trimestre gestacional € considerado uma
fase pré inflamatéria, pois durante a implantagao, o blastocisto rompe o revestimento uterino,
invade o tecido endometrial e o trofoblasto se insere entre os vasos sanguineos maternos
para formar os primérdios da placenta, garantindo o suprimento de sangue necessario para o
feto durante e apds a formagéo da placenta (Zhu et al. 2013). Esses movimentos celulares,
estimulam a formagao de um ambiente de células migratérias, morte celular e reparo tecidual,
que requerem uma resposta inflamatéria para a reparagéo do utero e remogao de detritos
celulares (Mor et al. 2011). No entanto, a persisténcia de estimulos inflamatérios durante a
fase de organogénese pode aumentar o risco de anomalias de desenvolvimento esquelético

fetal (Hussein et al., 2023; Xu et al., 2006). Um estudo epidemioldgico demonstrou que a
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periodontite materna esta associada a atraso do desenvolvimento 6sseo, com encurtamento
do fémur de recém-nascidos (Takeuchi et al., 2013). Outros estudos epidemioldgicos
demonstram que a prematuridade e o baixo peso ao nascer, associados ou ndo a doencgas
inflamatérias maternas, sao fatores de risco para alteracbes de desenvolvimento do tecido
0sseo, que incluem atraso do desenvolvimento e baixo volume de massa 6ssea (Wang et al.,
2022). Os achados do presente estudo demonstram que os fetos de ratas com periodontite
apresentaram baixo peso ao nascer a anomalias de desenvolvimento no tecido ésseo.
Considerando o risco de complicagbdes gestacionais nas ratas com periodontite, isso pode ter
contribuido para o aumento da frequéncia de alteracbes Osseas nos fetos devido a
prematuridade e atraso de desenvolvimento fetal.

Alteracdes vasculares foram observadas nos fetos do grupo DPI. A presencga de
hematomas pode estar associada ao risco aumentado de hemorragias em fetos expostos a
altos niveis de mediadores inflamatdrios durante a gestacéo (Giambrone et al., 2019; Jung et
al., 2020). Hemorragias intraventriculares, cerebrais e de mucosas tém sido relatadas em
criangas nascidas prematuras ou com muito baixo peso ao nascer, associadas a diversos
fatores de risco maternos para complicagbes gestacionais (Hong, Cho, & Kim, 2023; Huang
et al., 2023; Iskusnykh & Chizhikov, 2022). As hemorragias em criangcas de baixo peso ao
nascer representam grande risco de mortalidade e complicagées nos recém-natos (Huang et
al., 2023; Iskusnykh & Chizhikov, 2022). A conexao entre a inflamacgao periodontal materna e
as hemorragias e hematomas observados nos fetos pode estar relacionada a aceleragao da
ativagao e recrutamento de neutréfilos ou mondcitos circulantes, resultando em uma ativacao
global do sistema inflamatério. Essa dindmica pode modificar o processo de remodelamento
arterial, predispondo os vasos ao desenvolvimento e ruptura (Hallikainen et al., 2020). O
aumento do risco de nascimento de animais com baixo peso ao nascer sugere que a
periodontite materna também pode contribuir para o surgimento de complicacdes
hemorragicas nos recém-nascidos.

Considerando a periodontite como um problema de saude publica e seus efeitos
adversos no desenvolvimento intrauterino, os achados deste estudo sugerem a necessidade
de cuidados periodontais antes concepc¢éo e durante a gestacédo. Essas medidas preventivas
podem desempenhar um papel crucial na saude materna e na promogao do desenvolvimento
saudavel do feto.

Limitagdes do estudo

O estudo apresenta limitagdes, uma vez que nao incluiu a avaliagdo da microbiota periodontal

e sua potencial influéncia no desenvolvimento do processo periodontal.
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Conclusao

Os resultados deste estudo evidenciam as sérias consequéncias da doenca
periodontal induzida em ratos no desenvolvimento intrauterino. Isso se reflete no aumento de
abortos, malformacdes Osseas e hemorragias em fetos, bem como em um impacto
significativo no peso e tamanho da ninhada em comparagéo ao grupo controle. A exposi¢cao
a essa condicao durante a gestagdo revelou comprometimento no crescimento dos fetos e
uma redugdo na viabilidade fetal. Essas descobertas sublinham a importancia de
compreender e abordar as ramificagdes potenciais da periodontite durante a gravidez para

garantir a saude materna e fetal.
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Resumo

A periodontite esta associada a complicacbes como partos prematuros e baixo peso ao
nascer. Neste estudo, foi avaliado o impacto da periodontite experimental na saude dos
filhotes, abrangendo seu desenvolvimento fisico, habilidades motoras, formag&o dentaria e
estrutura 6ssea maxilar. Ratas Wistar prenhes foram divididas em dois grupos: grupo controle
(C, n=12) e grupo doencga periodontal induzida (DPI, n=12). A periodontite foi induzida nos
primeiros molares superiores 14 dias antes do acasalamento. O parto ocorreu ao 21° dia de
gestacao, e quatro filhotes de cada ninhada foram avaliados (n total por grupo= 48) por 30
dias para verificar o desenvolvimento fisico e reflexolégico. As alteracdes nos primeiros
molares e no tecido Osseo alveolar foram avaliadas em animais de 30 dias usando
microtomografia computadorizada de raio x e analise histopatolédgica. Diferengas entre fémeas
prenhes e filhotes dos grupos C e DPI foram determinadas considerando p<0,05. N&o houve
diferengas no ganho de peso corporal materno (p>0,05); porém, o grupo DPI apresentou
menor numero de filhotes vivos (9,4 £ 1.9) em relagdo a C (11,4 £ 2,1, p=0,03). Os filhotes do
grupo DPI apresentaram diminuicdo de peso (F= 1,17; P<0,0001), comprimento (F=3,47;
P<0,0001), atraso no crescimento de pelos (P= 0,01) e erup¢ao dos dentes incisivos (0,001).
Na avaliacdo do desenvolvimento reflexoldgico, os filhotes da DPI apresentaram atraso no
endireitamento postural (P=0,01), na marcha adulta (P=0,01) e na geotaxia negativa (P=0,01).
Nao foram observadas anomalias de desenvolvimento nos primeiros molares superiores. No
entanto, grupo DPI apresentou diminuicdo no numero de trabéculas ésseas (P=0,02) e
aumento na distancia entre as trabéculas (P= 0,007). A periodontite durante a gestacao

atrasou o desenvovimento fisico e reflexolégico durante o pds-natal.

Palavras-chave: Periodontite; Desenvolvimento Fetal; Odontogénese; Transtornos do

Neurodesenvolvimento.
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Introducao

A periodontite € uma doenca inflamatdria que afeta os tecidos de suporte dos dentes,
incluindo a gengiva, o 0sso alveolar e o ligamento periodontal (Slots, 2017; Tonetti et al.,
2018). A doenca tem alta prevaléncia entre gestantes (29,2 a 59,5%), sendo considerada um
dos principais problemas de saude bucal nesta populagéo (Hong et al., 2023; Schievelbein et
al., 2023; Sinha et al., 2022; Thomas et al., 2023). Os fatores de risco para o desenvolvimento
ou exacerbacdo da periodontite durante a gestacdo incluem deficiéncia nos cuidados de
higiene bucal (Gil-Montoya et al., 2023; Hong et al., 2023; Paglia, 2022), habitos nutricionais
e obesidade (Gil-Montoya et al., 2023; Hong et al., 2023; Paglia, 2022; Ramirez et al., 2023),
consumo de bebidas alcodlicas (Hong et al., 2023), baixo nivel sécio econémico (Wu et al.,
2014), além das alteragcbes hormonais que favorecem o desenvolvimentos de reacgbes
inflamatérias (Ortiz-Sanchez et al., 2021; Robinson et al., 2020; Wu et al., 2016). Além do
impacto negativo sobre a qualidade de vida da gestante (Hong et al., 2023), a periodontite
tem sido associada ao risco de complicagdes durante a gestagao, incluindo aumento de
abortos, prematuridade e baixo peso ao nascimento (Bond et al., 2023; Caneiro et al., 2020;
Machado et al., 2023; Mahapatra et al., 2021; Sinha et al., 2022).

Embora estudos experimentais e epidemioldgicos ja tenham demonstrado que a
periodontite contribui para o aumento do risco de prematuridade e o baixo peso ao nascer
(Moliner-Sanchez et al., 2020; Padilla-Caceres et al., 2023), as sequelas pds-natal associadas
diretamente com exposi¢cao da mae a doencga ou ao nascimento pré-termo ainda nao estao
estabelecidas. A destruicao dos tecidos periodontais durante a evolugao da periodontite esta
associada ao aumento dos niveis locais e sistémicos de mediadores inflamatorios (Eldzharov
et al., 2021; Esteves-Lima et al., 2020; Fogacci et al., 2016; Mohr et al., 2019) que implicam
nas complica¢des durante a gestacao (Fogacci et al., 2016; Green et al., 2023; Mohr et al.,
2019; Viscardi et al., 2004)

Evidéncias de estudos experimentais sugerem que a resposta inflamatéria sistémica
durante a gestacdo, com produgdo de niveis elevados da citocinas inflamatérias como:
Interleucina-1B (IL-1B); Fator de necrose tumoral-a (TNF-a); Interleucina-6 (IL-6) e as
quimiocinas, estdo associados ao atraso da diferenciagdo do trofoblasto, a deficiéncia na
manutengéao da integridade de membrana placentaria e da transigdo da circulagao fetal para
neonatal, promovendo hipdxia antes do nascimento e atraso no desenvolvimento intrauterino
e parto prematuro (Abi Nahed et al., 2019; Owen et al., 2023). Entre as sequelas observadas
devido a exposigdo a mediadores inflamatérios durante a gestagdo, sdao observados
alteragdes do desenvolvimento do sistema cardiovascular (Green et al., 2023), displasia

broncopulmonaria (Giambelluca et al., 2021; Rudloff et al., 2017), alteragdes 6sseas (Takeuchi
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et al., 2013; Wang et al., 2022), do sistema nervoso e do desenvolvimento motor e cognitivo
(Ayash et al., 2022; Green et al., 2023; Magalhaes et al., 2018; Viscardi et al., 2004). Um
estudo epidemiolégico demonstrou que a presenga de doenca periodontal durante a gestacéo
induz ao atraso do desenvolvimento do fémur em recém-nascidos (Takeuchi et al., 2013),
sugerindo que o desenvolvimento 6sseo também pode ser prejudicado pela doencga
periodontal em gestantes.

Mediadores inflamatérios, como o TNF-a, seus receptores e vias de sinalizacéo estao
envolvidos na diferenciagcao da lamina dentaria e formacao dos germes dentarios (Laurikkala
et al., 2001) e na morfogénese dentaria (Courtney et al., 2005; Tucker et al., 2000). O aumento
da ativacdo da via de sinalizagdo do fator nuclear de transcricao kappa B (NFkB), que pode
ser ativada pelo TNF-a, provoca a formacao de dentes extranumerarios em camundongos
(Blackburn et al., 2015). A ativacdo de receptores como toll-like receptor-4 (TLR4) por
produtos microbianos também induz a produgcdo e mediadores inflamatérios e resulta em
defeitos de calcificacdo em germes dentarios de ratos (Papp et al., 2016). Em conjunto, estas
evidéncias sugerem que um microambiente inflamatério, tal como induzido pela doenca
periodontal, pode potencialmente induzir alteragdes durante a odontogénese que resultam em
anomalias de numero e morfologia dentaria. No entanto, associagcao entre a periodontite
durante a gestagao e malformagdes dentarias néo foi esclarecida na literatura.

Considerando que a destruicdo dos tecidos periodontais promove um processo
inflamatério que pode potencialmente alterar o desenvolvimento fetal, os objetivos do presente
estudo sao avaliar o efeito da indugao de periodontite em ratas prenhes e observar o impacto
da destruicao periodontal sobre o desenvolvimento neurolégico e odontogénico. A hipdtese
de estudo é que a destruicdo dos tecidos periodontais maternos promova alteragbes no
desenvolvimento fetal de estruturas de origem ectodérmica e ectomesenquimal da cabega,
resultando em alteragdes motoras, comportamentais e de desenvolvimento dos dentes e

tecidos de suporte.
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Materiais e Métodos

Animais

Este estudo foi conduzido de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo
Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal - CONCEA
sob a Lei n° 11.794, de 08/10/2008, e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagao
Animal da Universidade Estadual de Londrina, (UEL), Londrina, Parana, Brasil (Parecer n.
CEUA -UEL n°17614.2018.59)

Ratas Wistar (n=24) e ratos Wistar (n=2), aproximadamente 250g, foram alojados em
grupos de dois animais, em gaiolas forradas com maravalha, sob condi¢cées de iluminacdo
artficial controlada em um ciclo claro-escuro de 12 horas, a uma temperatura de 22 + 2° C,
com agua e racao normocaldrica (Nuvilab, Nuvital, Campo Largo, Brasil) ad libitum. Os
animais foram aclimatados ao ambiente de alojamento durante um periodo de 14 dias antes

do inicio dos procedimentos experimentais.

Delineamento experimental

As ratas foram pesadas e distribuidas aleatoriamente em um grupo controle (C, n=12)
e um grupo doenga periodontal induzida (DPI, n=12). O grupo DPI foi submetido a indugéo de
periodontite durante 14 dias, antes do acasalamento (Figura 1) (Sallay et al., 1982).
Considerando que animais expostos a inflamagao materna perdem aproximadamente 10% de
funcdo motora nos primerios 21 dias pds-natal (Jantzie et al., 2014), cerca de 12 filhotes por
grupo foram necessarios para a analise de desenvolvimento motor pds-natal atingir 80% de
poder estatistico com um erro tipo | maximo de 5%. Um minimo de 12 ratas para o grupo P
foi necessario, considerando que aproximadamente 50% das ratas submetidas a inducao de
periodontite podem nao ficar prenhes apds duas tentativas de acasalamento (Fogacci et al.,
2016), e seriam necessarios 12 filhotes machos e 12 fémeas de cada grupo experimental para
analise de desenvolvimento motor.

Ratas identificadas como em estro foram acasaladas na proporgao de duas fémeas para
um macho. A gestagédo foi confirmada pela presenca de espermatozoides no esfregago
vaginal e considerada o dia zero da gestacao (Oyabambi et al., 2021). No 21° dia de gestacao,
o parto ocorreu de forma natural (Figura 1).

Quatro animais (dois machos e duas fémeas) de cada prole dos grupos DPI e C foram
acompanhados diariamente durante 30 dias para avaliacdo do desenvolvimento,

comportamento motor e odontogénese (Figura 1). Apos 30 dias, os animais passaram por
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eutanasia para avaliacdo microtomografica da regido do primeiro molar superior.

Figura 1. Delineamento experimental. As ratas do grupo DPI foram submetidas e indugédo de
periodontite, 14 dias antes do acasalamento e pareadas por peso as ratas do grupo controle C. Os
animais prenhes foram acompanhados por 21 dias até o nascimento da prole. Dois filhotes machos e
dois filhotes fémeas de cada ninhadas das ratas dos grupos C e DPI foram selecionados aleatoriamente
e acompanhados durante 30 dias. Apdés o nascimento foi avaliado o desenvolvimento fisico e
reflexoldgico. Apds 30 dias, os filhotes passaram por eutanasia e o 0sso alveolar e primeiros molares
superiores foram avaliados por microtomografia.

Inducao da doenga periodontal

A indugado da doenga periodontal foi realizada sob anestesia geral, via intramuscular
com solucao de 16 mg/kg de xilazina a 2% cloridrato de sddio (Rompum-Bayer®, Sao Paulo,
SP, Brasil) e 40 mg/kg de cloridrato de quetamina (Francotar-Virbac®, Roseira, SP, Brasil).
Uma ligadura de algodéao de fio numero 40 (Coats Corrente Ltda., Sdo Paulo,SP, Brasil) foi
posicionada em torno da regiao cervical do primeiro molar maxilar de cada rata e firmemente
amarrado (Kim et al. 2018). A periodontite foi determinada pela destrui¢do do periodonto de
insergao, formando bolsas infradsseas, durante 14 dias do posicionamento da ligadura (Sallay
et al., 1982).

Avaliacéo da toxicidade materna

Para avaliacdo da toxicidade, as fémeas prenhes foram pesadas a cada trés dias
durante o periodo gestacional até o dia anterior ao parto (20° dia). Também foram avaliados
sinais clinicos de toxicidade, tais como piloerecao, olhos avermelhados, diarreia, dificuldade

na coordenagao motora e morte.
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Avaliagdo do desenvolvimento fisico pés-natal

No primeiro dia pos-natal (dia 1), dois filhotes machos e dois filhotes fémeas de cada
ninhada (n total de 48 animais por grupo) foram selecionados aleatoriamente para avaliagdo
do desenvolvimento fisico pés-natal. Os animais foram medidos e pesados nos dias 1, 7, 14
e 21 pos-natal.

Os filhotes foram observados diariamente para registrar o dia em que ocorreu a
abertura do pavilh&o auricular (a partir do Dia 2), medida da distancia anogenital (a partir do
dia 2 e no dia 17), crescimento de pelos (comegando no dia 4), mamilos evidentes nas fémeas,
5 pares de glandulas mamarias (a partir da 1° semana), desdobramento de orelhas
(comecando no dia 10), abertura dos olhos (comecgando no dia 12), descida dos testiculos (a
partir do dia 15) e abertura vaginal (a partir do dia 28) e os aspectos anatdbmicos foram
observados na busca de possiveis alteracdes (Sanches et al., 2019).

No desenvolvimento reflexolégico foram avaliados o endireitamento postural
(comecando no dia 1), preensao palmar (comegando no dia 2), geotaxia negativa (comec¢ando
no dia 4) e marcha adulta (comecando no dia 9) (Kiss et al., 2012; Horvath et al., 2015).

A erupcéo dos dentes incisivos foi acompanhada do primeiro até o 30° dia pds-natal.
O Dia 30 foi escolhido por corresponder ao processo final de desenvolvimento radicular e
formagao do cemento celular (Kaneko et al., 1999).

No dia 30, oito animais de cada grupo foram selecionados aleatoriamente para analise
do primeiro molar superior direito e osso trabecular adjacente. Os animais passaram por
eutanasia por overdose da associagao de 100 mg/kg de cloridrato de quetamina (Francotar-
Virbac®, Roseira, SP, Brasil) e 10 mg/kg de xilazina (Rompum-Bayer®, Sao Paulo, SP,
Brasil), por via intramuscular, e as maxilas direitas foram dissecadas e colocadas em formol
neutro tamponado a 10% por 24 h e mantidos em alcool 70% até analise por microtomografica
(Lopes et al., 2021; Cadenas et al., 2022).

Avaliagado da Microtomografia Computadorizada por Raios X

As medidas de micro-CT foram realizadas com o microtomdgrafo SkyScan-Bruker,
modelo 1172 (Bruker BioSpin Corporation, Kontich, Bélgica). A varredura da amostra foi
padronizada usando uma tensdo de 44 kV e uma corrente de 226 pA. A resolucdo das
imagens obtidas foi de 3 ym. A reconstrugéo foi realizada com o programa NRecon (Bruker
BioSpin Corporation, Kontich, Bélgica, versdo 1.7.4.2) e as analises quantitativas foram
realizadas com o programa CTan (Bruker BioSpin Corporation, Kontich, Bélgica, versao

1.20.8). As imagens 2D ou 3D foram obtidas usando o software DataViewer (Bruker BioSpin
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Corporation, Kontich, Bélgica, versao 1.6.0.0) e CTVox (Bruker BioSpin Corporation, Kontich,
Bélgica, versao 3.3.1), respectivamente. Os pardmetros avaliados no primeiro molar superior
direito foram o volume de esmalte (EV, mm?®) e volume de dentina (DV, mm?). Para a analise
do osso trabecular adjacente, foram considerados os seguintes pardmetros: volume 6sseo
(BV, mm?), superficie dssea (BS, mm?), relagdo superficie/volume ésseo (BS/BV, mm™),
volume dsseo-relagdo tecido (BV/TV, %), nimero trabecular (Tb.N, mm), distancia entre

trabéculas (Tb.Sp, mm) e espessura trabecular média (Tb.Th, mm).

Analise histopatologica

Apods a obtencdo das imagens microtomograficas, as amostras foram submetidas a
descalcificagao em solugcao de EDTA 10% em corrente elétrica continua de 100 mV. Apds a
descalcificacdo, as amostras foram desidratadas, diafanizadas em solugcdo de xileno e
incluidas em parafina histolégica. Cortes de 7 ym do longo eixo da coroa dos primeiros
molares superiores, foram submetidos a coloragdo em hematoxilina-eosina (HE). As laminas
foram analisadas em microscépio oOptico (Motic BA210, Motic Co, Xiamen, China) com
aumento de 40X. Foram identificadas alteragdes na formagdo da matriz dentinario, polpa
dentaria, cemento radicular, ligamento periodontal e osso alveolar. A avaliagdo histopatologica

foi realizada por um patologista cego para a alocagédo dos grupos experimentais.

Analise estatistica

Os dados referentes a cada analise foram tabulados e posteriormente analisados no
programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). A distribuicdo de
normalidade dos dados continuos foram determinadas com o teste de Shapiro-Wilk. Dados
com distribuicdo normal foram expressos em média e desvio padrao. Para variaveis com
distribuicdo normal e homogeneidade de varidncia, a significancia das diferengas entre os
grupos foi determinada pelo teste t de Student, ou foi avaliada usando analise de variancia de
duas vias (two-way ANOVA, fatores: antropometria e tempo) com o teste post hoc de
Bonferroni. Os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal e/ou ndo apresentaram
homogeneidade de varidncia foram analisados por meio dos testes ndo paramétricos de
Mann-Whitney, ou Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn. As variaveis categoricas
foram expressas como numero absoluto (n) e percentual (%). O nivel de significAncia adotado
foi de 5%. Para avaliar a forga e a diregao da relagao linear entre duas variaveis continuas,
foi utilizado o coeficiente de correlagdo de Pearson, que varia de -1 a 1. Um valor de r=1 indica

uma correlagéo perfeita positiva, onde a medida que uma variavel aumenta, a outra também
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1367 aumenta linearmente. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

1368

1369 Resultados

1370

1371  Toxicidade materna

1372 Durante o periodo gestacional de ratas do grupo DPI, ndo foram observados sinais
1373 clinicos de toxicidade, como piloerecédo, diarreia, anormalidades da coordenagédo motora e
1374  morte. Nao foi observada diferengas no ganho de peso e peso final das fémeas P em relagédo
1375 ao grupo C ao final da gestagdo (Tabela 1). No entanto, o ocorreu uma redugédo do nimero
1376  de filhotes nascidos vivos no grupo P (Tabela 1).

1377

1378 Tabela 1. Peso final, ganho de peso e niumero de filhotes nascidos vivos de ratas submetidas

1379 adoenca periodontal induzida (DPI) e grupo controle (C) durante a gestacgéo.

Parametro Grupo C (n=12) Grupo DPI (n=12) p
Peso Final (g)? 341,0 [326,8 + 374,8] 318,5[302,3 + 359,0] 0,15
Ganho de peso (g)° 105,3+ 24,4 105,9 + 41,5 0,96
Filhotes vivos por ninhada® 11,4+21 94 +1,9* 0,03

1380 2 Mediana e intervalo interquartil de 25 a 75% Teste de Mann-Whitney. Média + desvio padrdo Teste T de
1381 Student. *P<0,05.
1382
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1383 Desenvolvimento Pos-Natal

1384
1385 Os filhotes do grupo DPI apresentaram redugdo no comprimento (F=3,47; P<0,0001)
1386 e ganho de peso (F=1,17; P<0,0001) comparado aos filhotes do grupo C (Figura 2).

(a) (b)
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1388  Figura 2. Comprimento corporal (a) e ganho de peso (b) da prole de ratas fémeas do Dia 1 ao Dia 21
1389  dos grupos C e P. Os dados representam a média + D.P de 48 filhotes de cada grupo. Dia pés-natal
1390 (Dia); Grupo de Controle (C); Grupo Doenga Periodontal Induzida (DPI).

1392 O animais do grupo DPI apresentaram atrasos no crescimento dos pelos, erupgéo dos

1393 incisivos, endireitamento postural, marcha adulta e geotaxia negativa (Tabela 2 e 3).
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Tabela 2. Marcadores fisicos pés-natal em filhotes de ratas com doencga periodontal induzida

(DPI) e grupo controle (C) durante a gestacao.

Filhotes C (n=48) DPI (n=48) p
Marcadores fisicos

Abertura do pavilhdo auditivo (dia)? 11,31+ 0,46 11,50 £ 0,50 0,06
Crescimento de pelos (dia)? 4,35+ 0,48 4,60 + 0,49* 0,01
Desdobramento de orelhas (dia)? 2,25+0,43 2,37 £ 0,48 0,19
Abertura dos olhos (dia)? 12,04 + 0,20 12,21 + 0,54 0,07
Erupcao dos incisivos (dia)? 7,35+ 0,52 8,08 + 0,98* 0,001
Descida dos testiculos (dia)? 15,6 £ 0,71 15,8 £+ 0,76 0,38
Abertura vaginal (dia)? 28,6 £ 0,71 28,9 £ 0,65 0,24
Mamilos evidentes fémeas (dia)? 8,04 + 0,80 8,45 + 0,65 0,06
Distancia anogenital machos (dia 2)? 0,13 + 0,01 0,12 + 0,01 0,24
Distancia anogenital machos (dia 17)2 465+0,42 4,68 + 0,41 0,87
Distancia anogenital fémeas (dia 2)? 0,50 + 0,02 0,49 + 0,02 0,91
Distancia anogenital fémeas (dia 17)2 14,4 + 0,05 14,3 £ 0,05 0,55

Dados expressos como médias + desvio padrdo. Teste de Mann-Whitney U2 * P<0,05

Tabela 3. Marcadores reflexolégicos pds-natal em filhotes de ratas com doencga periodontal
induzida (DPI) e grupo controle (C) durante a gestagéao.

Filhotes C (n=48) DPI (n=48) p
Marcadores Reflexolégicos

Endireitamento postural (dia)? 1,06 £ 0,24 1,41 +0,87* 0,01
Marcha adulta (dia)? 10,54 + 0,50 10,98 + 0,88* 0,01
Reflexo palmar (dia)® 2,00[2,00 £2,00] 2,00 [2,00 + 2,00] 0,07
Geotaxia negativa (dia)? 4,25+ 0,52 4,79 +1,11* 0,01

Dados expressos como médias + desvio padrao. Teste de Mann-Whitney U2 e Wilcoxon? * P<0,05

Nao houve diferenca entre as distancias anogenitais dos filhotes machos no dia 2 [C
(0,13 £ 0,01); DPI (0,12 + 0,01) p= 0,24, n= 24] nem no dia 17 [C (4,65 £ 0,42); DPI (4,68
0,41) p= 0,87, n= 24], bem como nao houve nos filhotes fémeas no dia 2 [C (0,50 £ 0,02); DPI
(0,49 £ 0,02) p=0,91, n=24] ou no dia 17 [C (14,4 + 0,05); DPI (14,3 £ 0,05) p=0,55, n= 24].

A partir da avaliagao diaria dos aspectos anatdmicos dos filhotes, foram identificados
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hematomas hemorragicos em 16 filhotes (33,3%) do grupo DPI, no dia 1, estando ausentes
nos animais do grupo C (Figura 3). As lesdes desapareceram apés 10 dias em todos os

animais.

Figura 3. A seta indica lesdo hemorragica no dia do nascimento de animal do grupo DPI (a), e completo
desaparecimento apoés 10 dias (b) seta indica.
Legenda: Grupo doenga periodontal induzida (DPI).
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Avaliagado da Microtomografia Computadorizada por Raios X

As regides de interesse do esmalte (vermelho bright), dentina (vermelho dark) e do

osso trabecular (verde) para analise por micro-CT s&o mostradas na Figura 4.

Figura 4. Imagens de micro-CT reconstruidas. Regido de interesse (ROI) indicada pela imagem
representada pelo dente em vermelho inserido no osso alveolar em verde (a). Area do dente
representado em vermelho sem o osso (b). Osso alveolar indicado em verde sem o dente (c).

Nao foram observadas alteragdes qualitativas, volumétricas quantitativas e de

superficie do dente e tecido 6sseo do grupo DPI quando comparado ao grupo C (Tabela 4).
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Tabela 4. Analise microtomografica do primeiro molar superior direito e osso alveolar de
filhotes de ratos aos 30 dias pds-nascimento de fémeas com doenga periodontal induzida

(DPI) e controle (C).

Filhotes C (n=8) DPI (n=8) p
Andlise dentaria

Volume de esmalte (mm3) 1,35+ 0,10 1,24 £ 0,25 0,13
Volume de dentina (mm?) 2,44 +1,35 2,02+1,29 0,59
Superficie dentaria (mm?) 87,89 £ 22,91 77,99 £ 16,29 0,40
Andlise 6ssea

Volume 6sseo (mm3) 3,89 +0,92 4,36 + 0,90 0,28
Superficie 6ssea (mm?) 173,1 £ 52,27 173,8 £ 37,2 0,97
Relagao superficie/volume 6sseo 449+ 10,3 39,9+2,82 0,44
% BV/TV 50,8 £ 9,58 39,9+2,82 0,09
Espessura trabecular (mm™) 0,84 + 0,33 0,70 + 0,36 0,34

Dados expressos como médias + desvio padréo. Teste t de Student * P<0,05.
Legenda: (% BV/TV) volume dsseo-relacgao tecido.

No entanto, em relagdo a qualidade 6ssea, o grupo DPI apresentou redug¢ao no numero

de trabéculas e aumento da distancia entre as trabéculas sugerindo a presenga de um osso

mais poroso em relagdo ao grupo controle (Figura 5)

NUumero trabecular mm-1

(a)

Numero de trabeculado 6sseo

1.5

o

Animais

(b)

Distancia entre o trabeculado 6sseo

1.0+

0.8+

0.6

0.4

0.2

Distancia trabecular mm

0.0-

o

Animais

Figura 5. Numero de trabéculas (a) (P= 0,02) e da (b) distancia entre trabéculas do osso alveolar
(P=0,007) de filhotes de ratos com 30 dias de idade, nascidos de ratas com periodontite induzida
(DPI) e sem periodontite (C). Dados expressos em média + desvio padrdo. Teste t de Student.

Teste Mann-Whitney U.* P<0,05
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1443  Analise Histopatoldgica
1444

1445 A andlise histopatolégica demonstrou auséncia de alteracbes de formacao da matriz
1446  organica de dentina, da camada odontoblastica ou do tecido pulpar (Figura 6). O ligamento
1447  periodontal, cemento celular e acelular também n&o apresentaram alterages de formacgao.
1448

1449 Figura 6. Analise histopatolégica dos tecidos dentarios e periodontais de ratos de 30 dias
1450 nascidos de fémeas normais (a,b) e com periodontite (c,d). (a,c) as setas indicam areas
1451 de organizagdo normal de dentina e camada odontoblastica. (b, d) Organizag&o de densos
1452 feixes de fibras do ligamento periodontal. Hematoxilina e eosina, médio aumento de 40x.
1453

1454  Correlagdao do baixo peso nos filhotes do grupo DPlI com os marcadores fisicos e
1455 reflexolégicos

1456 Para verificar se o baixo peso influenciou as alteragdes significantes dos marcadores
1457 fisicos e reflexoldégicos no grupo DPI, foi realizado o teste de correlagdo de Pearson.
1458 Observou-se que o baixo peso ndo teve correlagdo com: o endireitamento postural (P=0,183;
1459 r=0,038), marcha adulta (P=0,541; r= 0,008), geotaxia negativa (P=0,704; r= 0,003), erupgéo
1460 dos incisivos (P=0,442; r= 0,12) ou com o crescimento de pelos (P=0,071; r= 0,078).

1461
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Figura 7. Correlacdo do baixo peso nos filhotes do grupo DPl com os marcadores fisicos: (a)
endireitamento postural (b) marcha adulta e reflexoldgicos: (c) geotaxia negativa (d) erupgdo dos
incicivos e (e) crescimento de pelos. Os dados representam a correlagao linear de Pearson.

Legenda: Doenga Periodontal Induzida (DPI).

Discussao

Os resultados deste estudo demonstraram que as ratas com DPI apresentaram
reducao do numero de filhotes vivos, e seus filhotes apresentaram hematomas ao nascimento,
atrasos no desenvolvimento reflexoldgico, na erupgédo dentaria e no desenvolvimento dos
pelos, e pior qualidade 6ssea periodontal. Estes achados demonstram que além de aumentar
os riscos de complicagdes perinatais, a periodontite materna também produz alteragdes de
desenvolvimento das estruturas de origem ectodérmicas e ectomesenquimais (tecido
nervoso, pele, dentes e periodonto). Em sujeitos com prematuridade e peso muito baixo ao
nascer, podem ser observadas alteracbes no desenvolvimento de estruturas da pele, como
as impressbes palmares e digitais (Vilahur et al.,, 2012), sugerindo que ocorra
comprometimento do desenvolvimento de estruturas de origem ectodérmica nestes pacientes.
O atraso do desenvolvimento de pelagem e testes motores nos animais do presente estudo,
sugerem comprometimento do desenvolvimento dos anexos epidérmicos e sistema nervoso.
Porém, n&o pode ser descartada a hipétese que o estresse causado pelo desenvolvimento da
doenga periodontal ou o parto prematuro e de baixo peso ao nascer possam também ter algum
impacto direto ou indireto sobre o desenvolvimento destas estruturas. Estudos em ratas

prenhes submetidas a estresse demonstram um aumento do numero de animais nascidos
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pré-termo, com baixo peso para idade gestacional e que apresentam atraso na erupgao
dentaria, do crescimento dos pelos e de desenvolvimento motor (Lozano et al., 2021).

A DPI provocou uma alteragdo no numero de fetos vivos por ninhada, um dos
parametros reprodutivos analisados nas ratas deste estudo. Isso sugere que, mesmo em um
periodo relativamente mais curto (14 dias em comparagao aos 45 dias do estudo anterior), a
doenca foi capaz de impactar a capacidade reprodutiva quando realizada em animais.
(Fogacci et al., 2016). A indugéo da periodontite por si s6 parece ndo causar sinais clinicos
de estresse e toxicidade nas fémeas (Galvao et al., 2003); porém, o numero e o peso dos
animais nascidos vivos foi significativamente menor, como ja reportado na literatura (Fogacci
et al., 2016).

A relacdo entre a periodontite e complicagdes durante a gestacido € amplamente
investigada na literatura (Bond et al., 2023; Machado et al., 2023; Mahapatra et al., 2021). Os
mecanismos que causam o aumento de risco de complicagdes parecem estar associados ao
aumento dos niveis de mediadores infamatérios sistémicos, ja demonstrados em estudos
epidemiolégicos e experimentais em animais (Abi Nahed et al., 2019; Green et al., 2023;
Takeuchi et al.,, 2013; Viscardi et al., 2004). Os mesmos mediadores inflamatérios sao
responsaveis por alterar o desenvolvimento do sistema nervoso, cardiovascular e tecido
0sseo (Ayash et al., 2022; Jantzie et al., 2014; Owen et al., 2023; Takeuchi et al., 2013;
Viscardi et al., 2004); porém, a relagdo com a doenga periodontal na gestagao € pouco
esclarecida.

Com a perturbacao no desenvolvimento do sistema nervoso, os atrasos reflexoldgicos
no endireitamento postural, na marcha adulta e na resposta a geotaxia negativa podem ser
atribuidos a alteragdes epigenéticas, especialmente na metilagdo do DNA, mais precisamente
nas histonas de acetiltransferases presentes na doenga periodontal (Liaw et al., 2022). Os
resultados de Jabari et al., (2022) indicam que a metilagcdo do DNA e o perfil de niumero de
cépias estao clinicamente ligados a polimicrogiria, uma forma grave de epilepsia intratavel.
Esses marcadores foram correlacionados a episédios convulsivos nos primeiros meses de
vida e a um significativo atraso no desenvolvimento.

Alteracdes vasculares que provocam sangramentos espontaneos tém sido reportadas
em criangas nascidas pré-termo de maes expostas a condigbes inflamatérias durante a
gestacgao (Garg et al., 2023; Hanke et al., 2023; Jiangxue et al., 2023). A presenga da doenga
periodontal é capaz de induzir a produgdo de mediadores inflamatérios sistémicos que
provocam altera¢gdes vasculares, incluindo vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
capilar (Eldzharov et al., 2021). Portanto, a presenga de doenga periodontal nas ratas prenhes
neste estudo, parece ter induzido alteragdes vasculares na prole que resultaram na formagao

de extensas areas de hematomas hemorragicos nos recém-nascidos.
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O atraso na erupcdao de dentes deciduos é observado em criangas nascidas
prematuras, ou nascidas a termo com baixo peso (Devraj et al., 2023; Pavicin et al., 2016;
Wang et al., 2019), mesmo apéds ajuste do peso e idade gestacional (Devraj et al., 2023;
Pavicin et al., 2016). Os resultados do presente estudo estdo em acordo com os achados
destes estudos epidemiolégicos e sugerem que, além de ser um fator de risco de
complicacdes gestacionais, a doenga periodontal também pode promover, de forma indireta,
alteragdes na cronologia de erupgéo dentaria. Porém, apesar do atraso na erup¢ao dentaria,
nao ocorreram alteracdes de desenvolvimento em local, numero e forma dos dentes
avaliados, conforme demonstrado por microtomografica e analise histologica.

Alteracbes do desenvolvimento do esmalte ndo foram observadas em criangas
brasileiras nascidas pré-termo (Costa et al.,, 2023). No entanto, outras evidéncias
epidemiolégicas sugerem que criangas com peso muito baixo ao nascer e prematuras
apresentam maior risco de desenvolvimento de defeitos de formagcdo de esmalte (liczuk-
Rypula et al., 2022; Noor Mohamed et al., 2021; Xu et al., 2022). Os resultados do presente
estudo, ndo mostrou alteragdes de volume em esmalte ou dentina, sugerindo que embora a
periodontite tenha contribuido para reducdo do peso dos recém-natos e atraso no seu
desenvolvimento fisico e reflexolégico, ndo provocou alteragbes teratogénicas sobre os
tecidos dentarios em desenvolvimento. No entanto, cautela deve ser empregada ao avaliar
estes resultados, em contraponto aos estudos epidemiolégicos. Nos estudos epidemiologicos
foram observados nascidos em prematuridade (llczuk-Rypula et al., 2022; Noor Mohamed et
al., 2021; Xu et al., 2022), enquanto os animais deste estudo nasceram a termo. Além disso,
os estudos que determinaram a presenca de defeitos de formacédo do esmalte nao avaliaram
a presenca de doenga periodontal nas mées, e outros fatores associados a gestagao (como
o estado nutricional e doengas infecciosas) que podem também ter contribuido para a
prematuridade e baixo peso, aumentando o risco de malformagdes dentérias (Costa et al.,
2023; llczuk-Rypula et al., 2022; Noor Mohamed et al., 2021).

O trabeculado 6sseo de filhotes do grupo DPI apresentou menor niumero de trabéculas
e maior distancia entre essas trabéculas, sugerindo pior qualidade e volume de massa dssea.
A prematuridade e baixo peso ao nascer estdo associados a alta prevaléncia de doenca
metabdlica do tecido 6sseo em criangas (Perrone et al., 2022). A doenga é caracterizada pela
reducao do volume e qualidade da massa 6ssea, ou seja, altera 0 mesénquima tecidual 6sseo
(Perrone et al., 2022; Wang et al., 2022). Estas alteragbes 6sseas causam efeitos a longo
prazo, uma vez que individuos nascidos pré-termo ou com muito baixo peso ao nascer
apresentam alteragbes ésseas caracterizadas por baixo pico de massa 0ssea e reduzida
densidade mineral 6ssea até a fase adulta (Balasuriya et al., 2017). Fatores como deficiéncias

na absorgao de calcio e fosfato no ultimo trimestre de gestagcdo devido a prematuridade,
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alteracgdes nutricionais da mae e retardo do desenvolvimento intrauterino estdo associadas a
doenga metabdlica do osso em prematuros, mas 0s mecanismos etiopatogénicos ndo estao
completamente estabelecidos (Wang et al., 2022). Os achados desta pesquisa indicam que a
presenca de doenca periodontal induzida em ratas pode desencadear alteracdes Osseas
condizentes com a osteopenia associada a doenga metabdlica do tecido 6sseo em criangas.
E plausivel sugerir que esse fendmeno seja resultado direto da resposta inflamatéria
decorrente da destruicdo periodontal ou um efeito indireto relacionado ao atraso no
desenvolvimento da prole.

Embora haja evidéncias de que o baixo peso em criangas esteja associado a
malformacdes dentarias na regido do esmalte (Bensi et al., 2020), uma maior incidéncia de
malformacdes renais (Kawasaki et al., 2020), hemorragias intraventriculares (Hirata et al.,
2020), e até mesmo ao atraso no desenvolvimento de habilidades motoras grossas, cognitivas
e habilidades de comunicacao receptiva e expressiva (Liu et al., 2021), o presente estudo
revelou que o baixo peso nao apresentou correlagdo com o atraso nos marcadores fisicos de
crescimento, como pelos e erupgao dos incisivos, ou nos marcadores reflexolégicos de
endireitamento postural, marcha adulta e geotaxia negativa. Essa constatagdo sugere que
essas alteragbes sdo variaveis independentes do baixo peso e podem ter uma correlagéo
mais direta com a doenga periodontal induzida.

Este estudo possui limitagdes quanto a impossibilidade de realizar analises da
microbiota periodontal das ratas e sua relagdo com as alteragdes encontradas.

Os resultados do estudo ressaltam a importancia de intervencbes precoces e
abrangentes para prevenir e tratar a periodontite, especialmente em mulheres no periodo
fértil. No entanto, é necessario enfatizar a necessidade de mais pesquisas para entender
completamente a complexa interacdo entre a periodontite e o desenvolvimento pés-natal.
Estudos adicionais podem ajudar a identificar fatores de risco especificos e mecanismos

subjacentes que permitirdo abordagens terapéuticas mais precisas e eficazes.

Conclusao

Os achados deste estudo demonstram que a periodontite pode promover um atraso
do desenvolvimento fisico e reflexolégico durante o pds-natal. A alteragéo na erupgao dos
incisivos sugere que a doenga periodontal pode influenciar o crescimento e a cronologia de
erupcao dos dentes deciduos. Além disso, a analise da microarquitetura do osso trabecular
da maxila revela uma associagéo entre periodontite e alteragdes estruturais do osso, o que
pode ter implicacées na estabilidade e na saude geral 6ssea e do sistema estomatognatico.

Ao investigar a relagdo entre o baixo peso ao nascimento e os marcadores fisicos e
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reflexolégicos do grupo DPI, constatou-se que tais alteragcdes eram independentes do baixo

peso, estando mais diretamente associadas a presencga da DPI.
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5 CONCLUSOES

Ao avaliar os efeitos da DPI sobre o desenvolvimento intrauterino de
ratas Wistar, as possiveis malformac¢des congénitas na prole e as alteragdes sobre o
desenvolvimento pds-natal, odontogénese e osso trabecular da mandibula, foi possivel

constatar que:

O desenvolvimento intrauterino da prole de ratas fémeas expostas a DPI
durante a gestacdo foi afetado pelas reabsor¢cées que diminuiram a viabilidade fetal e

diminuiram o numero de fetos vivos por ninhada;

A DPI induzida previamente a gestacdo causou malformagdes esqueléticas
dos ossos do esterno, alterou a formagao das costelas e causou hematomas hemorragicos

nos fetos;

A DPI causou atraso na cronologia da erupg¢ao dos dentes incisivos da prole

de ratas expostas durante a gestagao;

O desenvolvimento fisico e reflexoldgico da prole de ratas fémeas expostas

a DPI durante a gestagao foi comprometido;

N&o houve alteragdes nos processos de amelogénese e dentinogénese
avaliado histologicamente, porém houve alteracdo no desenvolvimento 6sseo trabeculado
adjacente ao PMSD com aumento entre os espacgos trabeculares e diminuigdo do numero

trabecular.

Ao correlacionar o baixo peso ao nascimento com marcadores fisicos e
reflexolégicos do grupo DPI, observou-se que essas alteracdes eram independentes do baixo

peso, tendo ligagdo com a DPI.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

A destruicdo dos tecidos periodontais, mesmo em fases iniciais de
destruicao 6ssea e na auséncia de periodontopatdgenos é capaz de induzir complicagdes na
gestacao com risco de abortos e retardo no desenvolvimento intrauterino dos fetos. Além
disso, a periodontite induz malformacdes do tecido 6sseo e hemorragias e hematomas nos
fetos. A periodontite materna também é capaz de provocar alteragbes do desenvolvimento
fisico e reflexoldgico no periodo pds-natal que incluem atraso do desenvolvimento motor, dos
pelos, além de atraso na erupgao dentaria e osteopenia do osso alveolar. Em conjunto, os
dados sugerem que a destruicdo dos tecidos periodontais ¢ um fator de risco para
complicacdes gestacionais e promove alteragdes de desenvolvimento intrauterino e pds-natal.

Considerando as evidéncias experimentais de que a periodontite, mesmo
em estagio inicial, tem potencial de provocar complicagdes gestacionais e de desenvolvimento
da prole, é necessaria a intervengao multiprofissional, incluindo cuidados de prevencao e
tratamento da doenca periodontal em mulheres em idade reprodutiva. Além disso, é
necessaria a avaliacdo epidemiolégica e atengdo dos profissionais de saude sobre as
possiveis alteragbes de desenvolvimento e teratogénias que podem potencialmente se

desenvolver em criancas nascidas de maes periodontopatas.
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2532 APENDICE A
2533 Ficha controle no tratamento/prenhez de ratas

Projeto

Grupo: Fémea:

Data da rolha:

Data da eutanasia:

Data de tirar o macho:

Inicio do tratamento:

Fator multiplicador ou dose fixa:

Tratamento: | 5 | 6 | 7| 8] 9 [10][11]12]13]14]15]16]17]

Dia de prenhes Data Dosagem (mL) Peso (g)
0 Y -
3 /I
6 _/
9 _ ]
12 I
15 Y
18 I =
. Peso Placenta Peso fetos Medida fetos
Peso de érgdos
] (g) (g) (em)
Utero com fetos: 1-
Coracdo: 2-
Pulmdes: 3-
Figado: 4-
Rins: 5-
Fetos vivos 6-
Direito: 7-
Esquerdo: 8-
Fetos mortos 9-
Direito: 10 -
Esquerdo: 11-
Reabsorgbes precoces 12 -
Direito: 13-
Esquerdo: 14 -
Reabsorgoes tardias 15 -
Direito: 16 -
Esquerdo: 17 -
Sitio de implantagdo 18-
Direito: 19 -
Esquerdo: 20-
Observacdes:
2534
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APENDICE B

Ficha de analise esquelética

ANALISE ESQUELETICA

Projeto:

ABREVIAGOES

Grupo:

Fémea:

OK: Normal

MNA: N&o Alinhado

Data da eutandsia: /

Data da analise: /

A: Ausente

R: Reduzido

Numero de fetos:

F: Fenda palatina

0: Ondulado

I: Forma irregular

D: Dividido

CRANIO

FETO 1

FETO 2

FETO 3

FETO 4

FETO 5

FETO 6

FETO 7

FETO 8

FETO 9

FETO 10

Frontal e nasal

Zigomatico

Parietal

Interparietal

Supraoccipital e
excoocip.

Basoccipital

Basoesfenoide

Pterigdide

Bulla timpanica

corpo do hidide

Palato

Mandibula e maxila

ESQUELETO AXIAL

FETO 1

FETO 2

FETO 3

FETO 4

FETO 5

FETO 6

FETO 7

FETO 8

FETO 9

FETO 10

Esterno

Vértebras (arco e centro)

Cauda (v. sacral + cauda)

Costelas

CINTURA ESCAPULAR

FETO 1

FETO 2

FETO 3

FETO 4

FETO 5

FETO 6

FETO 7

FETO 8

FETO 9

FETO 10

E D

Clavicula

Escapula

Umero

Radio

Ulha

Metacarpos

Falanges proximais

Falanges distais

CINTURA PELVICA

FETO 1

FETO 2

FETO 3

FETO 4

FETO 5

FETO 6

FETO 7

FETO 8

FETO 9

FETO 10

ileo

isquio

Plibis

Fémur

Tibia

Fibula

Metatarsos

Falange proximais

Falanges distais
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APENDICE C

Ficha de analise visceral

ANALISE VISCERAL

93

Projeto: CORTES

Grupo: Fémea: 1~4: Cabega 5: Pescogo
Datadaeutanasiax  /  |Datadaanalises [/ 6: Pescogo 7: Abdémen
MUmero de fetos:

FETO 1 FETO 2

FETO 3

FETO 4

FETO 5 FETO 6

FETO 7 FETO 8 FETO 9

FETO 10

Palato

Ouvido interno

Medula

Tragueia

Cavidade nasal

2 | Septo nasal

Palato

Bulbo olfatério

Retina

Palato

Carnea

Hemisfério cerebral

Ventriculos cerebrais

32 Ventriculo cerebral

Diencéfalo

Gléndula salivar

Tiredide

5 | Medula espinhal

Esdfago

Traguéia

Coragio

Pulmées

6 | Timo

Traguéia

Diafragma

Bexiga

Rins

Pelve renal

Medula renal

Ureteres

Utero

Testiculo

Epididimo

OBSERVACOES:

NUMERO DE FETOS FEMININOS

NUMERO DE FETOS MASCULINGS




2542 APENDICE D

2543 Ficha de analise pos-natal
2544

Projeto:

Grupo:

Femea:

DPMO:

Filhote:

DPN | Pesa | Medida

w fea |~ o o [ |w [re |

e e e
N e W =]

pa [ ra | fe [ e f e e
[ = S I I = i S

outro

Parametros

Desdobramento de orelhas
Erupcao de dentes incisivos
Aparecimento de pelos
Abertura dos olhos

Abertura do canal auditivo
Descida dos testiculos
Abertura vaginal

Mamilos evidentes

Medida da distancia anogenital
Reflexo palmar

ool | =] a|ma

—_ | =
e =]
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2548

2549

2550

2551

2552

2553

2554

2555
2556
2557
2558
2559
2560
2561
2562
2563
2564
2565
2566
2567
2568
2569
2570
2571
2572
2573
2574
2575
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2577
2578
2579
2580
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ANEXO A ]
Parecer do Comité de Etica

Universidade
Estadual de Londrine.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 182/2018 Londrina, 26 de outubro de 2018.

Prezado (a) professor (a)

Certificamos que o projeto intitulado: “Andlise do efeito toxicolégico da Doenga Periodontal
sobre as glindulas salivares de ratos machos e fémeas prenhes ¢ avaliagdo das possiveis alteragdes na
fertilidade masculina e teratogénese na prole” protocolo CEUA n® 17614.2018.59 sob a responsabilidade de
Maria José Sparca Salles, que envolve a produgdo, manuten¢do ¢/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009,
¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), em
26/10/2018.

O objetivo do estudo ¢ avaliar as possiveis alteragdes causadas pela doenga periodontal induzida em
molares de ratos machos e fémeas prenhes sobre as glindulas salivares, a performance reprodutiva masculina e
as malformagdes congénitas na prole. Grau de invasividade: GI 2

Finalidade ( )Ensino ( x) Pesquisa cientifica

Vigéncia da autorizagio 01/06/2019 a 30/06/2022

Espécie/ linhagem/ raga Rato (Wistar)

N° de animais 210

Peso/ 1dade Adulto (250g)

Sexo 70 Machos e 140 Fémeas

Origem Biotério Central do CCB/UEL

Amostras a serem coletadas Fetos, placentas, drglos das fémeas e machos: coragdo,
pulmao, figado, rins, glandulas salivares, testiculos,
epididimos e coleta de sangue.

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental aprovado,
deve-se submeter o novo protocolo & apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente & execuglo das modificagdes.

Coloco-me & disposigdo, para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessirios. Sem mais
para o momento, subscrevo, cordialmente.

) ;
Profa. Dra. Maria Fernanda Rodrigues/Graciano

Coordenadora da CEUA/UEL
limo.(a) Sr.(a)
Prof. (a) Dr (a). Maria José Sparga Salles
Responsével pelo projeto
Departamento de Biologia Geral

C/C para a Chefia do Depto de Biologia Geral/CCB
C/C para a Diregdo de Centro do CCB

Tampes Universithria: Redevia Celva Gartin O (PR 4451 m 300 - Fant (94) 10714000 FABX - Fas 30284600 - Cuina Paskal 10.011 - CEF 86097970 - bnteract Mip Swwm ey
LONDRINA - PARANA - BRASIL
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