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RESUMO GERAL

A doenca periodontal caracteriza-se por ser uma infeccdo crbénica, a qual pode
causar uma inflamacdo sistémica devido aos elevados niveis de citocinas
inflamatorias envolvidas, tal como fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8) e interleucina-18 (IL-18), o que contribui
para o desenvolvimento da disfuncdo endotelial em diferentes o6rgdos. O
comprometimento da funcao endotelial pode levar a disfuncao erétil, pois a mesma é
caracterizada por alteracdes vasculares, como oclusédo das artérias cavernosas por
aterosclerose e reducédo da reatividade vascular devido a diminui¢do da liberacéo do
oxido nitrico. Nesse sentido, a inflamac¢éo associada com a doenca periodontal pode
danificar as camadas endoteliais penianas, induzindo a ocorréncia da erecéo
disfuncional. Contudo, o papel potencial da periodontite crénica na fisiopatologia da
disfuncéo erétil permanece escasso. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
morfologia tecidual do periodonto e pénis de ratos associados ou ndo com a
periodontite induzida experimentalmente. Para isso, foram obtidos 18 ratos Wistar e
induzida a doenca periodontal em 9 ratos, sendo que os 9 ratos restantes serviram
como controle. Aos 30 dias de inducdo da doenca periodontal, foi gravado o
comportamento sexual dos ratos e apo0s, 0os animais foram sacrificados para a
obtencdo de amostra gengival, hemimandibula e pénis para as analises
morfologicas, morfométricas, imunoldgicas e radiogréaficas. Os resultados mostraram
que a periodontite experimental contribuiu para a reducéo do comportamento sexual
dos ratos (p<0.05), bem como causou perda éssea alveolar, com significante
atividade osteoclastica e aumento de volume gengival (p<0.05). Além disso, o grupo
com periodontite apresentou uma maior concentracdo de citocinas inflamatérias, tal
como IL-6 nas gengivas e TNF-a no pénis (p<0.05). N&o houve diferenca
estatisticamente significativa nas dimensdes ventral-dorsal e latero-lateral do pénis
(p>0.05), no entanto verificou-se uma maior espessura e menor area
estatisticamente significante da artéria dorsal do pénis no grupo com periodontite
experimental, assim como uma menor area dos espacos vasculares dos corpos
cavernosos (p<0.05). Com base nesses resultados, conclui-se que a peridontite
experimental provocou altera¢des estruturais e funcionais no pénis de ratos Wistar,
bem como alteracbes de comportamento sexual, portanto a inflamacdo sistémica
causada pela doenca periodontal pode ser um importante fator de risco para a
disfuncdo erétil, por isso se faz necessario o desenvolvimento de intervencdes
envolvendo varios profissionais da saude para prevencao e tratamento dessas duas
patologias que comprometem a saude e bem-estar geral dos individuos.

Palavras-chaves: periodontite; disfuncéo erétil; disfuncdo endotelial.



GENERAL ABSTRACT

Periodontal disease is characterized by a chronic infection, which may cause
systemic inflammation due to high levels of inflammatory cytokines such as tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8) and interleukin-
18 (IL-18), contributing to the development of endothelial dysfunction in various
organs. The impairment of endothelial function can lead to erectile dysfunction,
because it is characterized by vascular changes such as occlusion of cavernous
arteries by atherosclerosis and reduction vascular reactivity due to decreased
release of nitric oxide. In this sense, inflammation associated with periodontal
disease may damage the penile endothelial layer, leading to occurrence of erectile
dysfunctional. However, the potential role of chronic periodontitis in the
pathophysiology of erectile dysfunction remains scarce. Therefore, the aim of the
study was to evaluate the tissue morphology of periodontal and penis rats associated
or not with experimentally induced periodontitis. For this, 18 Wistar rats were
obtained and induced periodontal disease in 9 rats, whereas the remaining 9 rats
served as controls. After 30 days of induction of periodontal disease, the sexual
behavior of rats was recorded and later, the animals were sacrificed to obtain gingival
sample, hemimandible and penis to the morphological analysis, morphometric,
immunological and radiographic. The results showed that experimental periodontitis
contributed to the reduction in the sexual behavior of rats (p<0.05) and caused
alveolar bone loss with a significant increase in osteoclastic activity and gingival
volume (p<0.05). Moreover, the group with periodontitis had a higher concentration of
inflammatory cytokines such as IL-6 in the gingiva and TNF-a in the penis (p<0.05).
There was no statistically significant difference in ventral-dorsal and side-to-side
distance of the penis (p> 0.05), however there was a higher thickness and a shorter
area statistically significant of penile dorsal artery in the group with experimental
periodontitis, as well as a smaller area of vascular spaces of the penile cavernous
tissue (p<0.05). Based on these results, it is concluded that the experimental
periodontitis caused structural and functional changes in the penis Wistar rats and
sexual behavior changes, therefore systemic inflammation caused by periodontal
disease can be an important risk factor for erectile dysfunction, that is why is
necessary the development of interventions involving many health professionals for
prevention and treatment of these two diseases that endanger the health and general
well-being of individuals.

Keywords: periodontitis; dysfunction erectile; dysfunction endothelial.
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1. INTRODUCAO GERAL

A saude é compreendida como um fendmeno multidimensional que envolve
aspectos fisicos, psicologicos e sociais (SOUZA; OLIVEIRA, 1998), cuja
complexidade requer uma abordagem interdisciplinar nas areas da ciéncia da saude,
inclusive na Odontologia. Dessa forma, o profissional do século XXI precisa possuir
um perfil generalista, capaz de reconhecer a relagdo das doencas bucais com
quadros sistémicos (KRIGER, 2005).

Um ramo emergente na Periodontia, definido como Periodontia Médica, tem
se consolidado na literatura ao longo da ultima década, uma vez que ha inameros
trabalhos cientificos apontando para uma forte associacéo entre a saude periodontal
e sistémica, segundo a qual as doencas periodontais podem influenciar
negativamente a salubridade geral das pessoas, tanto quanto diversas patologias
gerais podem afetar o inicio e a progressdo das doencas periodontais, ou mesmo
fazer parte do quadro de manifestacdes bucais de uma doenca sistémica (GULATI
et al., 2013).

A doenca periodontal caracteriza-se por ser uma resposta inflamatoria nos
tecidos periodontais, frequentemente assintomatica, provocada por microrganismos
presentes na placa bacteriana. A manifestacdo clinica da doenca depende da
natureza dessa resposta (FORD; GAMONAL; SEYMOUR, 2010). A gengivite é a
forma mais suave, sendo que nao afeta as estruturas de suporte subjacentes dos
dentes e é reversivel. Ja a periodontite resulta na perda de tecido conjuntivo e de
suporte do osso devido a acdo dos produtos toxicos liberados na area subgengival
por periodontopatdgenos especificos, como também em razdo da resposta
inflamatdria desencadeada pela presenca desses microrganismos (PIHLSTROM;
MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005).

Muitos estudos tém relatado que a periodontite cronica pode desencadear
doencas sistémicas vasculares, como coronariana, cerebrovascular e pulmonar
obstrutiva crénica, por meio da indugdo de disfuncdo endotelial (BOBETSIS;
BARROS; OFFENBACHER, 2006; CHANG et al., 2010) devido ao estado de
inflamacgéo sistémica, como evidenciado pela elevada concentracdo no plasma de
citocinas pro-inflamatorias (BUHLIN et al., 2009; FEDELE et al., 2011; HIGASHI et
al., 2009; LEIVADAROS et al., 2005).
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Ao longo das ultimas décadas se tem dado muita atencdo a essa possivel
associacdo entre a doenca periodontal e a coronariana aterosclerotica, haja vista
que, como a periodontite € uma doenca inflamatoria, ela pode desempenhar um
papel importante na patogénese da aterosclerose e suas complicacbes (BECK,
2001; HANSSON, 1999). Assim, ambas as enfermidades estdo correlacionadas,
pois compartiham de uma natureza inflamatéria comum e representam uma
condicao cronica.

Dessa forma, € razoavel inferir que a inflamacédo sistémica induzida por
patbgenos periodontais pode estar associada com a disfuncdo endotelial e
aterosclerose primeiro nos pequenos vasos, como o vascular do pénis, e mais tarde
em artérias maiores, tais como as coronarias (ZADIK et al., 2009).

Logo, podemos sugerir que existe também uma associacdo entre a doenca
periodontal e a disfuncdo erétil, conforme Peng, Zhng (2009), os quais sugeriram
que a doenca periodontal pode induzir a disfuncdo erétil porque contribui para o
distarbio endotelial.

Dada essa possivel relacdo causal entre doenca periodontal e disfuncéo
erétil, é necesséria a realizacdo de mais estudos, uma vez que ainda existe
escassez na literatura no que diz respeito aos mecanismos de interagao entre essas
duas doencas, motivo pelo qual se justificou a realizacdo desta pesquisa. Portanto,
com vistas a preencher lacunas no conhecimento, o presente estudo buscou
resolver o seguinte problema: qual a possivel influéncia da doenca periodontal sobre
0 aparecimento da disfuncéo erétil?

A partir desse problema surge a hip6tese de que os mediadores
inflamatorios, tais como o TNF-a e IL-6, que estdo elevados em pacientes com
doenca periodontal, podem induzir uma variedade de alteragcdes estruturais e
funcionais em células endoteliais e consequentemente estarem associados a um
risco aumentado de disfuncdo endotelial (ALl et al., 2011; EATON et al., 2007,
VLACHOPOULOS et al., 2006), desempenhando um papel crucial na ocorréncia da

disfuncao erétil.


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3DEvidence%2Bthat%2Bperiodontal%2Btreatment%2Bimproves%2Bbiomarkers%2Band%2BCVD%2Boutcomes%26biw%3D1920%26bih%3D942&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jcpe.12061/full&usg=ALkJrhh0jW-uGe1JYoKrsiSVNW8WOb9Dxg#jcpe12061-bib-0095
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2. REVISAO GERAL DE LITERATURA

2.1 Disfuncéao Erétil

A disfuncao erétil (DE) é definida, segundo a Conferéncia de Consenso em
Impoténcia, como a incapacidade persistente em obter ou manter uma erecao
peniana suficiente para a realizacdo da atividade sexual satisfatoria. A DE é o
problema sexual mais comum no género masculino, sendo que a sua incidéncia
aumenta com a idade e afeta mais de um terco dos homens ao longo de suas vidas
(HEIDEBAUGH, 2010). Caracteriza-se como a doenca sexual mais prevalente
quando comparada aos distlrbios ejaculatérios e de desejo, estimando-se 140
milhdes de casos no mundo, com projecdes de 300 milhdes para o ano de 2025
(AYTA; MCKINLAY; KRANE, 1999). A disfuncdo € uma condicdo multifatorial e sua
causa pode ser neurolégica, enddcrina, psicogénica, farmacogénica ou vascular,
sendo que esta Ultima é a forma mais comum de problemas de erecédo e esta
diretamente associada ao estilo de vida (KENDIRCI; NOWFAR; HELLSTROM,
2005). Essa doenca provoca um impacto negativo substancial sobre os
relacionamentos intimos, qualidade de vida e autoestima, comprometendo assim o
bem-estar fisico, psicoldgico e social (HEIDEBAUGH, 2010).

Diversos mecanismos podem estar envolvidos na erecao peniana, a qual é
determinada por mudancas de pressdo nos seios cavernosos. A vascularizacdo do
pénis difere da maioria dos leitos vasculares, uma vez que este é composto por
arteriolas e seios ocos cheios de sangue, revestidos com musculo liso e células
endoteliais. Na auséncia de estimulos de excitacdo, a vasoconstricdo cavernosa
mantém o pénis no estado ndo ereto. A contragdo do musculo liso cavernoso,
principalmente em resposta a norepinefrina (NE) liberada das termina¢des nervosas
simpéticas, estreita 0 lumen arteriolar e as cavidades sinusoidais, restringindo o
fluxo de sangue para manter baixa pressao intracavernosa e um pénis sem erecao
(flacido). Durante a excitacdo sexual ou tumescéncia noturna, ocorre a liberagéo de
oxido nitrico (NO), predominantemente por meio da ativagdo da enzima 6xido nitrico
sintetase neuronal (nNNOS) nos nervos nao adrenérgico ndo colinérgico (NANC) e da
enzima oxido nitrico sintetase endotelial (eNOS) nas células endoteliais locais. O NO
estimula a enzima guanilato ciclase que, em seguida, converte o GTP em GMPc,

induzindo um aumento substancial deste dentro da célula, o que causa o
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relaxamento do musculo liso, e resulta na dilatagdo das arteriolas e dos seios
cavernosos. Ocorre, assim, um aumento do fluxo sanguineo (impulsionado pela
forca da pressdo arterial média) e um subsequente aumento da pressao
intracavernosa. A resposta erétil, devido a pressdo elevada, expande a tdnica
albuginea, resultando no aumento do comprimento e didmetro do pénis,
caracteristico da erecdo (ANDERSSON, 2001; ANDERSSON; STIEF, 1997;
BURNETT, 1995).

Ja sao bem conhecidos os fatores de risco mais comumente correlacionados
a disfuncao erétil. Hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus, doenca
coronaria, tabagismo, consumo excessivo de &lcool, obesidade, doencas
prostaticas, depressao, idade avancada, fatores socioecondmicos, tais como baixa
renda, baixo grau de escolaridade e desemprego tém sido associados a presenca de
dificuldades de erecdo. Portanto, a disfuncdo erétil pode indicar a existéncia de
doencas subjacentes, sobretudo aquelas relacionadas ao sistema cardiovascular
(HEIDEBAUGH, 2010).

2.2 Doenca Periodontal

Outra doenca que compartilha alguns dos fatores de risco da disfuncéo
erétil, tal como, diabetes mellitus, doenca coronaria, tabagismo e obesidade, é a
doenca periodontal, caracterizada por ser uma doenca infecciosa crénica que
ocasiona um processo imunoinflamatério nos tecidos que circundam o dente
(periodonto), sendo este um processo interativo entre a placa bacteriana, os tecidos
periodontais e os mecanismos de defesa do hospedeiro (KOLENBRANDER, 2000).

O agente etiologico desta doenca € a placa bacteriana, composta
principalmente por um grupo de bactérias, sendo que as espécies mais comuns Sao:
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus, Campylobacter
rectus, Eubacterium nodatum, Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus
micros, Porphyromonas gingivalis, Prevotellas intermédia, Prevotellas nigrescens,
Streptococus intermedius e Treponema sp (CAMELO-CASTILLO et al.,, 2015;
HAFFAJEE; SOCRANSKY, 1994; LINDHE; NIKLAUS; KARRING, 2011).

Essas bactérias colonizadoras da superficie dentaria, inicialmente gram-
positivas, estdo dispostas sobre a forma de biofilmes microbianos. A partir do

crescente acumulo de microrganismos na placa bacteriana na margem gengival,
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alteracdes no microambiente do biofilme possibilitam a colonizacdo de bactérias
gram-negativas. Assim, 0Ss componentes tipicos desta espécie, como 0s
lipopolissacarideos (LPS), surgem e supostamente interagem com receptores de
superficie dos queratinécitos do epitélio sulcular, atingindo o tecido conjuntivo, onde
entram em contato com leucadcitos, células endoteliais e fibroblastos. Clinicamente,
essa fase inicial reflete alteracdes inflamatérias restritas ao periodonto de protecéo
(gengiva), caracterizadas como vermelhiddo e inchaco da margem gengival,
sangramento quando provocado, altera¢cdes no contorno gengival, bem como perda
de adesé&o tecidual e aumento do fluxo do fluido gengival com o intuito de diluir e
eliminar o agressor. Estabelece-se entdo o quadro de gengivite induzida por placa
bacteriana, que ndo envolve perda de insercdo periodontal e é reversivel perante a
remocao da referida placa (AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 1999;
ATTSTRON, 1971; HORTON; OPPENHEIN; MERGENHAGEM, 1974; LEHNER,
1974; LINDHE; NIKLAUS; KARRING, 2011).

A persisténcia dos biofilmes microbianos em intima proximidade aos tecidos
periodontais, possibilitando continuo estimulo antigénico, transforma a resposta
inflamatéria, inicialmente aguda, na qual predominam alteracbes vasculo-
exsudativas e degradacdo de colageno, em lesdo crbnica, com proliferacdo do
epitélio juncional abaixo da jungcdo cemento-esmalte, formando uma bolsa
periodontal, além de continua destruicdo do colageno, ativacdo de fibroblastos e
fagdcitos, acumulo de células polimorfonucleares (PMNs) nos epitélios juncional e
da bolsa periodontal, denso infiltrado inflamatério mononuclear, predominantemente,
linfoplasmocitario, e perda de suporte dentario identificado pela reabsorcao éssea
alveolar. Esses eventos caracterizam o quadro de periodontite, pois as alteracdes
inflamatorias ja atingiram o periodonto de sustentacdo (cemento radicular, ligamento
periodontal e osso alveolar). Dessa forma, a doenca periodontal crénica (DPC) pode
ser definida como uma doencga tipicamente cronica e continuamente progressiva,
gque apresenta repentinos indicios de atividade (HORTON; OPPENHEIN;
MERGENHAGEM, 1974; JEFFCOAT; REDDY, 1991; LINDHE; NIKLAUS;
KARRING, 2011; PAGE; SCHROEDER, 1976; SOCRANSKY et al., 1984).

A destruicdo do periodonto pode ocorrer por acdo direta dos produtos
bacterianos periodontais como a hialuronidase e a colagenase ou ainda por agao
indireta, na qual a degradacdo € mediada pelo sistema imune-inflamatoério do

hospedeiro. A resposta inflamatéria consiste na primeira linha de defesa do
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organismo contra um agente agressor (neste caso as Dbactérias
periodontopatogénicas), podendo ser inata ou adaptativa. Tanto na resposta inata
guanto na adaptativa, ha participacéo de elementos celulares e humorais. Na defesa
celular ha participacédo dos neutrofilos, linfocitos T e B e plasmdécitos, sendo que 0s
linfécitos e PMN sdo os leucécitos predominantes no infiltrado no estagio da
gengivite, jA& na lesdo avancada da periodontite o tipo celular dominante é o
plasmoécito (BERGLUNDH; DONATI, 2005; GARANT; MULVIHILL, 1972), e na
defesa humoral participam o complemento, citocinas (IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-18,
TNF-a) e as imunoglobulinas (FABBRI, 2007).

2.3 Doenca Aterosclerética

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo hoje um problema global e
constituem uma importante causa de morte nos paises desenvolvidos e também
naqueles em desenvolvimento como consequéncia do melhor controle de doencas
infecciosas, dentre elas HIV, malaria, tuberculose, e devido a epidemia de obesidade
e diabetes (MURRAY; LOPEZ, 1997; GERSH et al.,, 2010). Em geral, as
manifestacbes clinicas das DCV, como infarto do miocardio, acidente vascular
cerebral e doenca vascular periférica, sdo causadas por um processo aterosclerotico
e tém inicio a partir da meia-idade. Portanto, a patogénese mais encontrada nas
DCV ¢ a aterosclerose (LAURENTI; BUCHALLA; CARANTIN, 2000).

Os fatores de risco classicos para a aterosclerose, segundo Saba-Chuiffi,
Pereira e Dias (2007), sao: hipertenséo arterial, hipercolesterolemia, dislipidemia,
predisposicao genética, obesidade, sedentarismo, tabagismo e o diabetes mellitus.

Conforme Sposito et al. (2007), a aterosclerose é uma doenca inflamatéria
cronica de origem multifatorial que ocorre em resposta a agressao endotelial,
acometendo principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre.
Em uma situacdo saudéavel, o revestimento da parede interna de um vaso, chamado
endotélio, é intacto e liso, consequentemente, o fluxo sanguineo através do vaso é
normal, sendo este endotélio intacto essencial para manter a integridade do vaso e a
reatividade vascular. Entretanto, inumeros fatores, como a elevagéo de lipoproteinas
aterogénicas (LDL, IDL, VLDL, remanescentes de quilomicrons), hipertensédo arterial
e tabagismo, podem levar a lesdo do endotélio vascular e a sua disfuncao, iniciando

assim a formacdo da placa aterosclerética. Como consequéncia, a disfuncao
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endotelial aumenta a permeabilidade da intima as lipoproteinas plasméticas
favorecendo a retencdo destas no espaco subendotelial. Retidas, as particulas de
LDL sofrem oxidacdo, o que causa a exposicado de diversos neoepitopos, tornando-
as imunogénicas. O deposito de lipoproteinas na parede arterial, processo-chave no
inicio da aterogénese, ocorre de maneira proporcional a concentracdo dessas
lipoproteinas no plasma.

Além do aumento da permeabilidade as lipoproteinas, outra manifestacéo da
disfuncdo endotelial é o surgimento de moléculas de adesdo leucocitaria na
superficie do endotélio, processo estimulado pela presenca da LDL oxidada. As
moléculas de adesédo séo responsaveis pela atracdo de mondcitos e linfécitos para a
parede arterial. Induzidos por proteinas quimiotaticas, os mondcitos migram para o
espaco subendotelial, onde se diferenciam em macréfagos, que por sua vez captam
as LDL oxidadas. Os macréfagos repletos de lipideos sdo chamados células
espumosas e sao o principal componente das estrias gordurosas, lesdes
macroscopicas iniciais da aterosclerose. Estas células se acumulam na camada
intima do vaso formando uma lesdo chamada de ateroma e, quando morrem se
tornam necréticas e formam um aglomerado lipidico. Ao mesmo tempo, alguns
mediadores da inflamacdo estimulam a migracdo e proliferacdo das células
musculares lisas da camada meédia arterial. Estas, ao migrarem para a intima,
passam a produzir ndo s6 citocinas e fatores de crescimento, como também matriz
extracelular que formard parte da capa fibrosa da placa aterosclerética em torno do
aglomerado lipidico (ALMEIDA; DIAS, 2008; SPOSITO et al., 2007).

Assim, a placa aterosclerética plenamente desenvolvida € constituida por
elementos celulares, componentes da matriz extracelular, nucleo lipidico rico em
colesterol e por uma capa fibrosa rica em colageno. Todos esses processos, desde
a migracdo dos LDL e dos mondcitos até a formagao do ateroma e da capa fibrotica,
levam a um aumento do tamanho da placa. Primeiramente, a parede do vaso se
expande ou se remodela para acomodar a placa, evitando a invasdo do limen, mas
como a placa continua a crescer a artéria ndo consegue compensar, o que leva a
protrusdo dentro do lumen, isto reduz o fluxo sanguineo dentro do vaso. A
consequéncia potencialmente fatal da aterosclerose resulta da ruptura da capa
fibrosa, que expde um material altamente trombogénico. Esse evento geralmente
ocorre nas areas mais vulneraveis da placa, iniciando uma cascata de eventos que

inclui a formacdo de um coagulo ou trombo. Um pequeno coagulo pode
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provavelmente ocluir parcialmente o vaso, mas os grandes codgulos poderdo
bloquear completamente o fluxo sanguineo através dele, e isso pode levar entdo a
um infarto do miocardio (ALMEIDA; DIAS, 2008; SPOSITO et al., 2007).

2.4 Disfuncéo Endotelial

O endotélio é um regulador importante da biologia vascular, que inclui a
coagulacéo, inflamacédo, modulacdo do crescimento e remodelacdo vascular. A
diminuicdo da integridade do endotélio e da funcdo endotelial € chamada de
disfuncéo endotelial (GIMBRONE et al., 1995; ROSS, 1993).

A priori, a disfuncdo endotelial € caracterizada por alteraces significativas
nos parametros fisiolégicos e bioquimicos, tais como rigidez vascular, aumento do
tbnus vascular, producdo de citocinas inflamatérias, aumento da permeabilidade,
susceptibilidade a invasao de imundcitos, diminuicdo do crescimento das células
endoteliais e a desregulacao dos fatores fibrinoliticos. Segundo Aversa et al. (2010),
os marcadores clinicos e bioquimicos da disfuncédo endotelial incluem:

() reducdo da expressao e atividade da eNOS, da sintese de NO e aumento da
producdo da dimetilarginina assimétrica (ADMA), um inibidor endégeno da
eNOS;

(I maior producéo de espécies reativas de oxigénio;

(Il  aumento da sintese e liberagdo do peptideo vasoconstritor de endotelina-1
(ET-1);

(IV) ampliacdo da expressdo de marcadores de adesdo celular, tais como E-
selectina (BLANKENBERG et al.,, 2001), moléculas de adesao intercelular
(ICAM) (WITTE et al., 2003), e moléculas de adesao de células vasculares
(VCAM);

(V) desregulagdo dos fatores fibrinoliticos, tais como fator de Von Willebrand
(VWF), o ativador do plasminogénio tecidual (tPA), e inibidor do ativador do
plasminogénio do tipo 1 (PAI-1);

(VI) incapacidade de se regenerar a partir de células progenitoras endoteliais
(CPE);

(VIl) aumento da apoptose endotelial;

(VIIl) ampliagdo da permeabilidade celular;

(IX) aumento da tonicidade vascular (TRAISH; ABU-ZAHRA; GUAY, 2008);
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(X)  maior producdo de citocinas inflamatérias, como a IL-6, PCR e TNF-a.

As citocinas sao secretadas por células brancas do sangue, em resposta a
estimulos inflamatérios (KELSO, 1998; O'SHEA; MURRAY, 2008; TAYAL; KALRA,
2008), no entanto, sabe-se hoje que outras células e tecidos ndo sé produzem, mas
sdo frequentemente os principais alvos dos efeitos delas. Um destes tecidos € o
endotélio vascular e h4 evidéncias de que as citocinas induzem uma variedade de
alteracdes estruturais e funcionais em células endoteliais (muitas vezes chamado de
“ativacdo endotelial’) e que as interacdes entre elas e o endotélio podem
desempenhar papéis importantes na imunidade, de modo a ocasionar inflamacéo e
lesdo vascular (COTRAN; POBER, 1989, 1990; ZHANG, 2008).

Além disso, as citocinas modulam a tonicidade da vasculatura em diferentes
leitos vasculares (GLEMBOT; BRITT; HILL, 1996) e a resposta vascular parece estar
relacionada com o equilibrio entre todos os fatores vasoativos liberados sob a
influéncia delas. Assim, as diferencas regionais na liberacdo e capacidade de
resposta a estes fatores parecem contribuir para a resposta dilatadora ou constritora
observada dentro de um leito vascular especifico (VILA; SALAICES, 2005).

A funcdo endotelial é prejudicada na presenca do aumento de estresse
oxidativo e condi¢des inflamatérias (TREPEL; ZEIHER; FICHTLSCHERER, 2006),
pois o0 endotélio vascular € um importante alvo para as a¢cées do TNF-a nas doengas
em que as concentracdes desta citocina no plasma estdo significativamente
elevadas, como, por exemplo, na periodontite. A administracdo de TNF-a in vivo
induz disfun¢@o no relaxamento dependente do endotélio em uma variedade de
leitos vasculares e diminui a liberacdo do NO, j4 que o TNF-a tem a capacidade de
aumentar a geracao de espécies reativas de oxigénio arterial, 0 que provavelmente
contribui para a redugdo dos niveis de NO. Em adicdo aos seus efeitos sobre a
funcdo endotelial, um papel pré-aterogénico substancial para o TNF-a foi
demonstrado recentemente, indicando que a presenca do receptor fator de necrose
tumoral receptor-1 (TNFR1) na parede vascular pode causar aterosclerose (ZHANG
et al., 2007).

2.5 Inter-relacdo entre Doenca Periodontal e Doenca Aterosclerotica

A inflamagéo causada pela doenca periodontal, geralmente, ndo se limita

apenas aos tecidos periodontais, uma vez que bactérias e mediadores inflamatérios
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podem entrar na corrente sanguinea e se disseminar, causando uma inflamacéo
sistémica, ou seja, apesar da natureza localizada da DPC, a infeccdo no sulco
periodontal pode levar a respostas inflamatérias além do periodonto (LI et al., 2000).

Isto porque em um periodonto saudavel, o epitélio sulcular e a acdo da
imunidade inata local atuam como uma barreira natural que impede a penetragao
das bactérias no sangue, tanto que em uma gengiva saudavel apenas um pequeno
namero de bactérias, principalmente anaerébias facultativas, € encontrado no sulco
gengival e na corrente sanguinea (LI et al., 2000).

No entanto, na periodontite, com a inflamacdo e ulceracdo do epitélio da
bolsa periodontal, este se torna vulneravel as bactérias e funciona como uma porta
de entrada. Os microrganismos que ganham acesso a0 sangue sao normalmente
eliminados pelo sistema reticuloendotelial em poucos minutos (bacteremia
transitéria) sem sintomas clinicos (LI et al., 2000). Porém, é plausivel que as
bactérias persistem em locais distantes disseminando fatores de viruléncia que
agem como antigenos sollveis. Assim, as bactérias e os antigenos bacterianos que
estdo sistemicamente dispersos disparam uma inflamacdo sistémica
significativa. Leucdcitos, células endoteliais e hepatdcitos respondem aos fatores
bacterianos por meio da secrecdo de mediadores pré-inflamatérios imunes
(citocinas, quimiocinas, PCR). Com a exposicdo continuada, os antigenos sollveis
reagem com um anticorpo especifico na circulacdo para formar complexos imunes
gue amplificam a inflamacédo nos locais de deposicao (LI et al., 2000; THODEN VAN
VELZEN; ABRAHAM-INPIIJN; MOORER, 1984).

Da mesma forma, os mediadores pro-inflamatorios, tais como a IL-18, IL-6,
TNF-a e PGE;, produzidos localmente nos tecidos gengivais inflamados, podem se
dissipar para a circulagdo e o resultado dessa disseminagdo tanto de bactérias
guanto de mediadores inflamatorios é a promocao de um impacto sistémico, como a
inducédo da disfungcédo endotelial (AMAR et al., 2003; ELTER et al., 2006). Como
discutido anteriormente, a aterosclerose ocorre em resposta a agressao endotelial,
de modo que as bactérias orais podem induzir esse disturbio endotelial por meio da
invasdo destas células. A liberacdo de produtos bacterianos para a circulagdo, como
vesiculas de membrana (BARTRUFF; YUKNA; LAYMAN, 2005) de Porphyromonas
gingivalis ou componentes bacterianos soluveis livres de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (OSCARSSON et al., 2008), pode estimular respostas pro-

aterogénicas nas células endoteliais.
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ApoGs essa lesdo, as células do endotélio liberam citocinas inflamatorias
locais e sistémicas e agentes quimiotaticos, que ocasionam a expressdo aumentada
de moléculas de adesdo na superficie endotelial. Essas alteracbes promovem
interacbes com os leucocitos, dentre eles os mondcitos, 0s quais migram para a
camada intima da artéria (BRAUNERSREUTHER; MACH; STEFFENS, 2007,
WOOLLARD; GEISSMANN, 2010).

Embora a invasdo do endotélio e de outras células vasculares por
Porphyromonas gingivalis certamente representa grande parte da patologia
aterosclerotica associada com a doenca periodontal, ha dados que indicam que a
aterosclerose € uma infeccdo causada por mudltiplas espécies. Os agentes
bacterianos mais frequentemente encontrados nas placas ateroscleréticas foram:
Porphyromonas gingivalis — 32%; Aggregatibacter actinomycetencomitans — 4%;
Prevotella intermédia — 20% e Treponema denticola — 32% (CHEN et al., 2008). As
evidéncias que comprovam a deteccao de varias espécies periodontais em ateromas
comecaram com 0s primeiros relatos da deteccdo de genomas bacterianos bucais
dentro de placas ateroscleréticas (HARASZTHY et al., 2000 a, b). O fato de varias
espécies bacterianas orais estarem associadas com a aterosclerose ndo é
inesperado, dada a complexidade de espécies na placa bacteriana.

Além disso, os pacientes com periodontite possuem alteracao nos niveis de
LDL e maior absorcao de lipidios (ANDERSSON; LIBBY; HANSSON, 2010); logo, ha
uma retencdo destes no espaco subendotelial.

Dessa forma, o endotélio danificado desencadeara a agregacdo de
plaguetas e iniciara a formacédo de trombos no sitio da lesédo, o que pode resultar em
oclusdo do vaso sanguineo (POPOVIC et al., 2012).

Portanto, os individuos com periodontite possuem um pior perfil cardio-
metabdlico e, por conseguinte, um aumento do risco de doencas cardiovasculares.
Estudos relatam uma melhoria nas concentracbes de lipideos no soro, apos a
terapia periodontal (redugéo no colesterol total em uns e aumento da concentragcéo
de HDL em outros) (D’AIUTO; ORLANDI; GUNSOLLEY, 2013).

Em sintese, Schenkein e Loos (2013) justificam porque individuos com
periodontite possuem maior potencial de aterogénese ou exacerbacdo das lesdes

ateroscleroticas o que resulta em eventos cardiovasculares:


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3DInflammatory%2Bmechanisms%2Blinking%2Bperiodontal%2Bdiseases%2Bto%2Bcardiovascular%2Bdiseases%26biw%3D1920%26bih%3D979&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jcpe.12060/full&usg=ALkJrhhPPz4OCh5TofPXmp2dRvoY6Hte9Q#jcpe12060-bib-0007

28

() um numero de mediadores inflamatérios estd presente em maiores
concentragcdes na circulacao sistémica de pacientes com periodontite do que
em individuos saudaveis;

() varios anticorpos que podem afetar as respostas inflamatorias na
aterosclerose foram identificados na DPC. Em alguns casos, esses anticorpos
aumentam o risco ou aceleram o desenvolvimento da aterosclerose por
ampliar a inflamacédo endotelial, promover a absorcdo de lipideos nos
macrofagos ou bloguear os efeitos antiaterogénicos das moléculas de
protecéo;

(1) as concentragfes seéricas de lipidios potencialmente inflamatorios, incluindo
LDL, triglicerideos (TG) e lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL),
estdo elevadas em pacientes com periodontite. Essas subformas lipidicas
podem entrar mais facilmente na parede do vaso sanguineo, serem mais
suscetiveis a modificagdo e, portanto, mais suscetiveis também a se
incorporar na lesdo aterosclerdtica. Isso acelera o desenvolvimento das
lesdes locais e promove a sua maturacao.

Com base nas consideracfes acima, sugere-se que 0 inicio e a propagacao
das lesBes ateroscleréticas aumentam em pacientes com DPC, jA que a acéo
patogénica das bactérias que adentram o sistema circulatério juntamente com a
acao das citocinas inflamatérias circulantes conduzem a uma resposta inflamatoria

no interior da lesédo ateromatosa, levando a aterogénese.

2.6 Inter-relacéo entre Doenca Aterosclerética e Disfuncao Erétil

O pequeno diametro das artérias cavernosas e o teor relativamente elevado
de endotélio e musculo que reveste as artérias no pénis em comparacdo com outros
orgaos sugerem que o leito vascular peniano pode ser um sensivel indicador de
doenca vascular sistémica (BILLUPS et al.,, 2005; MONTORSI; MONTORSI,
SCHULMAN, 2003). Tanto que se tem evidenciado na literatura que ha uma
coocorréncia de DE e doenca do sistema cardiovascular. Observa-se que certos
fatores de risco sdo comuns tanto para a DE quanto para doencas associadas a
aterosclerose. Isso pode ser exemplificado com o estudo de Kaminetsky (2008), o
qual notou que a erecao disfuncional era encontrada em cerca de 30% dos norte-

americanos com diagnostico de hipertensdo. Da mesma forma, Lyngdorf e



29

Hemmingsen (2004) observaram uma correlacdo entre a prevaléncia das falhas
eretivas, hipertenséo arterial, dislipidemia e diabetes, assim como, Virag, Bouilly e
Frydman (1985) que estudaram 440 homens com DE, descobriram que 64% eram
fumantes, 30% tinham diabetes e 34% apresentavam hiperlipidemia.

As evidéncias anteriores sustentam-se em razao da DE vasculogénica ser
uma das formas de doenga veno-oclusiva. Essa insuficiéncia veno-oclusiva pode
ocorrer devido ao envelhecimento, hipercolesterolemia e aterosclerose, o que resulta
em inadequada rigidez peniana e duracao da erecdo (SIROKY; AZADZOI, 2003), ou
seja, a hipercolesterolemia, hipertenséo, tabagismo e outros fatores de risco comuns
para aterosclerose promovem a doenca oclusiva em varios leitos arteriais e por fim
levam a DE vasculogénica (STEPHANIE et al., 2013).

Uma recente meta-analise de 740 pacientes em quatro paises descobriu que
tratamentos para fatores de risco cardiaco (modificacdes de estilo de vida e
farmacoterapia) foram associados com melhorias na funcdo sexual, indicando um
processo fisiopatoldgico comum para a erecédo disfuncional e a DCV (GUPTA et al.,
2011).

A DE tem sido reconhecida como uma anormalidade orgéanica e fisiol6gica
que afeta a circulagdo peniana como parte de uma doenca vascular generalizada
(JOHANNES et al., 2000). Portanto, a funcéo erétil prejudicada e a aterosclerose
coronariana estéo intimamente ligadas, pois ambas sdo consequéncias da disfuncéo
endotelial, levando a restricbes no fluxo sanguineo (CHIURLIA et al., 2005;
VLACHOPOULOS et al., 2007). Desse modo o elo fisiopatoldgico provavel entre
essas duas doencas seria a disfuncao endotelial, jA& que esta é um fator etiol6gico
comum de ambas (SOLOMON; MAN; JACKSON, 2003). Estudos em homens com
concentracdes elevadas de colesterol e DE mostram deficiéncia no relaxamento do
musculo liso dependente do endotélio depois do disturbio endotelial e diminuicdo da
sintese do NO pela eNOS (BIVALACQUA et al., 2003).

O NO liberado a partir do endotélio intacto é conhecido por desempenhar um
papel central na modulacdo do ténus microvascular e no fluxo sanguineo regional
(MONCADA,; PALMER; HIGGS, 1991). Além disso, o NO inibe a migragéo e adeséao
de leucacitos, reduz a proliferacdo do musculo liso vascular, a agregacédo e adesao
plaguetaria e conduz, assim, a prevencdo da aterosclerose. Portanto, a DE & um

evento preditor e também um dos importantes fatores de risco da aterosclerose.
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Os mecanismos patogénicos subjacentes da disfuncédo endotelial nos corpos
cavernosos parecem contribuir para a diminuicdo da funcdo do endotélio arterial
coronaria e por isso, 0s primeiros sinas de DE s&do considerados um marcador
importante para uma manifestacdo precoce de aterosclerose e um precursor de
doenca vascular sistémica (ANDERSSON, 2001; TODA; AYAJIKI; OKAMURA,
2005).

Como relatado anteriormente, a inflamacdo desempenha um papel
patofisiologico importante na progressdo da aterosclerose. Ao promover a
inflamacé&o na parede do vaso, em razao da producgéo de citocinas e expressao de
moléculas de adesédo celular, o endotélio disfuncional prepara o ambiente para a
iniciacdo e progressdo de lesdes ateroscleréticas em ambas as vasculaturas,
coronaria e do pénis (MONTORSI et al.,, 2006; VLACHOPOULOS et al., 2006). A
disfuncdo endotelial conduz também a um aumento da producgdo de PAI-1 (inibidor
da fibrindlise) e a reducdo da producdo do tPA componente fibrinolitico, o que
contribui para um estado trombogénico (FEINBLOOM; BAUER, 2005; LERMAN;
ZEIHER, 2005). Portanto, marcadores pro-tromboticos endoteliais, incluindo
fibrinogénio, VWF e PAI-1 estdo em maiores concentracdes em pacientes com DE
(VLACHOPOULOS et al., 2006). Dado o importante papel desses mecanismos, 0
aumento da atividade inflamatoria e pré-trombotica em pacientes com falhas
eretivas, mas sem evidéncias clinicas de aterosclerose coronariana sugerem que a
auséncia de lesbes aterosclerdticas coronarianas obstrutiva ndo impede um risco de
futuros eventos coronarios agudos (VLACHOPOULOS et al., 2006, 2007).

Montorsi et al. (2005), propds a “hipétese do tamanho da artéria” como uma
das principais razdes da DE preceder a aterosclerose coronariana e outras doencas
vasculares sintomaticas. De acordo com esta hipétese, a aterosclerose progride
relativamente no mesmo ritmo em todos os principais leitos vasculares, no entanto
os sintomas indicativos da doenca em ramos arteriais menores irdo se manifestar
primeiro, uma vez que 0S vasos sanguineos de maior porte podem tolerar melhor o
mesmo volume de placa em desenvolvimento, ou seja, as artérias penianas, que sao
menores em diametro do que as artérias coronarias sdo afetadas anteriormente pelo
mesmo tamanho da placa aterosclerética, o que reduz significativamente o fluxo
sanguineo, portanto, a DE se manifesta antes dos eventos cardiovasculares. A
literatura apoia as reivindicacdes desta hipotese, ao revelar a alta prevaléncia de

dificuldade de erecdo em pacientes com DAC e o aparecimento dos sintomas da DE
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antes dos sintomas da DAC. Isso sustenta a descoberta que os homens com

incapacidade de erecdo raramente relatam sintomas evidentes de DAC, enquanto

gue agueles com esta doenga muitas vezes relatam sintomas de DE pré-existentes

(KAWANISHI et al., 2001; KLONER et al., 2003; MONTORSI et al.,, 2006;

MONTORSI; MONTORSI; SCHULMAN, 2003; VIRAG; BOUILLY; FRYDMAN, 1985).

Vale ressaltar ainda que em 2003, Montorsi; Montorsi e Schulman (2003)
consultaram 300 pacientes no departamento de emergéncia italiano com sindromes
coronarianas aguda e DE, destes um total de 71% tinham sintomas de disfuncéo
sexual antes do aparecimento de sintomas de DAC.

Segundo Banks et al. (2013), a DE por si s6 provavelmente ndo seja uma
das principais causas de DCV e deve ser considerada como um marcador de risco
ao invés de um fator de risco para DCV. Isto €, provavelmente ela sirva como um
indicador, ou "biomarcador”, da gravidade dos processos patolégicos subjacentes,
tais como a disfuncao endotelial e aterosclerose.

Desse modo, as evidéncias para apoiar que a DE € um evento preditor da
aterosclerose coronariana, de acordo com Jackson et al. (2010) sao:

(1) uma proporcao significativa de homens com eregao disfuncional apresentam
precocemente sinais de DAC;

(i) homens com falhas eretivas pré-existente podem desenvolver DAC mais
graves do que aqueles sem a mesma. Segundo Montorsi; Montorsi e
Schulman (2003), a presenca de DE esta associado com DAC mais severas,
como aterosclerose silenciosa, que pode ter sido desenvolvida alguns anos
antes do inicio dos sintomas. No entanto, isso nem sempre é verdadeiro, ja
gue muitos pacientes tém DAC grave (apresentando-se como sindromes
coronarias agudas) na auséncia de DE;

(i) o intervalo de tempo entre o inicio dos sintomas da DE e a ocorréncia de
sintomas da DAC é estimada em 2-3 anos, e de um evento cardiovascular em
3-5 anos;

(iv) h& uma patologia endotelial subjacente comum em ambas as doencas;

(v) a incapacidade de erecdo esta associada com aumento da mortalidade

devido a sua correlagdo com a DAC.

Portanto a DE, DAC e DAP sao manifestacbes distintas de um mesmo
processo de doenca aterosclerética, ou seja, a fungéo erétil prejudicada pode ser a

primeira manifestacdo de um dos espectros clinicos da doenca que vai avancar para
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incluir a DAC e a DAP numa fase posterior (KLONER et al., 2003). Logo, a DE
representa um sinal de futura patologia cardiovascular que os médicos devem
reconhecer e tratar de forma efetiva (MONTORSI et al., 2006; STEPHANIE et al.,
2013; VIRAG; BOUILLY; FRYDMAN, 1985).

Com base nas consideragfes acima, podemos afirmar que a DE e a
aterosclerose coronariana sdo doengas comuns que frequentemente coexistem e
estdo correlacionadas, uma vez que além de compartilhar fatores de risco comuns,

elas possuem uma base fisiopatoldgica similar, ou seja, a disfuncdo endotelial.

2.7 Inter-relacéo entre Doenca Periodontal e Disfuncao Erétil

Conforme relatado anteriormente, acredita-se que a DE seja um sinal
precoce da doenca cardiaca coronéria logo, € razoavel acreditar que a inflamacao
sisttmica induzida por patdgenos periodontais pode estar associada com a
disfuncéo endotelial e aterosclerose primeiro nos pequenos vasos, como 0 vascular
do pénis, e mais tarde em artérias maiores, tais como as artérias coronarias.
Segundo Zadik et al. (2009), a DPC esta relacionada primeiramente com a ere¢ao
disfuncional em homens jovens e mais tarde com a DAC em homens de meia-idade,
ou seja, a DE e a DPC representam os dois extremos do mesmo espectro
cardiovascular.

Embora varios vasodilatadores tenham sido implicados na resposta erétil, o
NO parece ser o principal estimulador da vasodilatacdo cavernosa e erecao peniana
(BURNETT et al., 1996; IGNARRO et al., 1990; RAJFER et al., 1992). O endotélio
intacto geralmente libera esse potente vasodilatador que mantém a reatividade
vascular. Entretanto, conforme exposto anteriormente, a concentracdo de NO
diminui quando ha lesdo endotelial e, consequentemente, a vasculatura fica menos
reativa. Logo, € razoavel postular que qualquer substancia que reduz os
mecanismos de relaxamento ou aumenta 0s mecanismos contrateis das células do
musculo liso cavernoso pode ser um agente causal das falhas eretivas. Nesse
sentido, a citocina TNF-a aparece como o candidato mais importante para a
fisiopatologia da DE, devido aos seus efeitos conhecidos sobre a vasculatura.
Estudos revelam que ha uma patogenia comum tanto para a incapacidade de eregcéo
quanto para a disfuncéo endotelial, sendo que esta ultima quando presente no pénis
contribui fortemente para a DE (BAUMHAKEL et al., 2006; COSTA; VIRAG, 2009;
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ELESBER et al., 2006; IOAKEIMIDIS et al., 2011). Da mesma forma, Montorsi;
Montorsi e Schulman (2003), assim como Kirby; Jackson e Simonsen (2005)
revelaram que o0 mau funcionamento da erecdo pode ser resultado do
comprometimento da funcdo endotelial, como também da oclusdo das artérias
cavernosas por aterosclerose.

A periodontite crénica pode contribuir para o desenvolvimento da disfuncéo
endotelial, sendo que trés possiveis mecanismos resumem a explicacdo de como
isso ocorre. Primeiramente, a inflamacédo crénica esta associada a um aumento de
espécies reativas de oxigénio (DIJHORST-OEI et al., 1999; HIGASHI et al., 2002). O
excesso de producado destas espécies conduz a um aumento da inativacao de NO, e
os danos no sistema antioxidante podem contribuir para a disfuncédo endotelial em
pacientes com periodontite (HIGASHI et al.,, 2008). Em segundo lugar, as
concentragdes elevadas de mediadores inflamatérios tais como o TNF-q, IL-6, IL-8 e
IL-18 podem estar associadas com um risco maior de disfuncdo endotelial (EATON
et al., 2007; VLACHOPOULOS et al., 2006), sendo que as concentracdes destes
marcadores inflamatdrios também estdo aumentadas em pacientes com DPC (ALI et
al., 2011). Por ultimo, patdégenos periodontais ou seus produtos podem afetar
diretamente a funcdo endotelial (FORNER et al., 2006). Portanto, a DPC pode ser
considerada um fator de risco de erecdo disfuncional, uma vez que a disfuncao
endotelial € um evento-chave na fisiopatologia da DE, que € considerada uma
manifestacao clinica precoce da doenca vascular generalizada.

Varios trabalhos publicados na literatura corroboram com 0 exposto acima,
demonstrando que existe uma relacdo entre a DPC e DE (ELTAS et al.,, 2013;
KELLER; CHUNG; LIN, 2012; MATSUMOTO et al.,, 2014; OGUZ et al., 2013;
SHARMA; PRADEEP; RAJU, 2011; ZADIK et al., 2009; ZUO et al., 2011). Entre
eles, temos o estudo de Zuo et al. (2011) em um modelo de rato, no qual se relatou
que a diminuicdo na expressdao da eNOS e da atividade da NOS no tecido
cavernoso do pénis causada pelo estado inflamatério sistémico em periodontite pode
ser um dos fatores de risco importantes da DE. Os resultados desse estudo também
mostraram que as concentracbes de TNF-a em ratos com periodontite foram
significativamente maiores do que no grupo controle. Um dos papéis do TNF-a inclui
a inibicdo da expressédo de eNOS em células endoteliais.

Embora as camadas vasculares penianas, responsaveis pela ere¢do do

pénis, estejam longe da fonte de inflamacdo em individuos que sofrem de
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periodontite, o endotélio estd em contato direto com o0 sangue circulante e ainda
pode sofrer de estresse oxidativo sistémico. Além disso, mesmo que somente baixas
concentracdes de citocinas inflamatérias induzidas pela periodontite e pelo estresse
oxidativo possam atingir o endotélio peniano, o prognastico da disfuncéo endotelial é
cumulativo (CERIELLO et al., 2002) e pode ir ao encontro da natureza crbnica da
periodontite. Por isso, a perda da integridade funcional do endotélio e o subsequente
distarbio endotelial desempenham um papel crucial na ocorréncia da DE (AVERSA
et al., 2010).

Os resultados do estudo realizado por Oguz et al. (2013) reforcam a ideia de
que a DPC esta presente com mais frequéncia em pacientes com falhas eretivas do
gue naqueles que ndo a apresentam. Além disso, o maior nivel de sangramento a
sondagem visto no grupo com DE em comparagdo com 0O grupo controle e a
correlacdo entre sangramento a sondagem e anormalidade erétil apoia os relatos
anteriores de que um alto nivel de infeccdo resulta em DE devido ao disturbio
endotelial. Da mesma forma, Matsumoto et. al. (2014) também concluiram que ha
uma correlacéo estatisticamente significante entre a DPC e a presenca de DE e os
mesmos autores sugeriram que a DE estd associada com os danos causados pela
disfuncédo endotelial e altera¢cdes inflamatoérias associadas com a DPC.

Coincidentemente, Zadik et al. (2009) relataram que a periodontite cronica
foi significativamente mais prevalente entre os homens com DE em comparacéo
com os homens que néo a apresentam.

Recentemente, Keller; Chung e Lin (2012), em um estudo caso-controle
retrospectivo, analisaram os dados de 32.856 pacientes com DE e 162.480 controles
para avaliar a associacao entre erecéo disfuncional e DPC. Eles descobriram que os
pacientes com incapacidade de erec¢ao eram 3,35 vezes mais propensos do que 0s
controles de terem sido diagnosticados anteriormente com periodontite.

A pesquisa de Eltas et al. (2013) utilizou para diagnosticar a DE um
questionario (The International Index of Erectile Function Questionnaire), o qual
investiga o comportamento sexual dos individuos. Nesse questionario os homens
responderam questdes referentes a sua funcao erétil, a satisfacdo com a relacéo
sexual, a avaliacdo da funcéo orgéastica e do desejo sexual com o objetivo de avaliar
o efeito da terapia periodontal sobre a severidade da DE em pacientes com
periodontite crénica. No inicio do estudo o grupo de tratamento continha 32

participantes com erecdo disfuncional grave e 28 com moderada; depois de 3
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meses, 25, 29 e 6 participantes tinham DE grave, moderada e leve,
respectivamente, ou seja, houve uma melhora com o tratamento periodontal.

Assim, todos esses autores relataram que a DPC e a DE foram
correlacionadas umas com as outras de forma positiva. No entanto, apesar de todos
os dados expostos acima, o real papel da periodontite cronica na fisiopatologia da
DE permanece escasso. Isso justifica a realizacdo deste trabalho, visto que é
necessaria a realizacdo de novos estudos para esclarecer os mecanismos de

interacao entre tais doencas.
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ABSTRACT

Introduction. Many studies have reported a correlation between periodontal disease
and erectile dysfunction in men. This effect may be due to endothelial dysfunction
induced by periodontal infection.Aim. To evaluate the sexual behavior of adult male
rats with experimental periodontitis. Methods. Fourteen male rats were divided into
the following two groups: non-ligature, control (control; n = 7) and experimental with
ligature (ligature, n = 7). The latter group had a ligature around each lower first molar
for the development of experimental periodontitis. After 30 days of induction of
periodontitis, the sexual behavior of the male rats was recorded between 20:00-
21:00, with lighting provided by a dim light. Initially, the males were placed in an
observation cage for an adaption period of 15 min. After this time, a sexually
receptive female was introduced into the cage with the male. The interference
frequency parameters (the number of times the male performed penile intrusion) and
the ejaculation latency (the time it took for male ejaculation) were recorded. Results.
The rats in the ligature group showed a decrease (P <0.05) in the intrusion frequency
(1.1 + 0.8) compared with the control group (12.3 £ 1.9) and ejaculation was not
observed in the ligature group during the maximum recording time (1800s).
Conclusion. Experimental periodontitis contributed to a reduction in the sexual
behavior of male rats.
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INTRODUCTION

Periodontal disease is characterized by an inflammatory response in
periodontal tissues. It is often asymptomatic and is caused by microorganisms that
are present in bacterial plaque. The clinical manifestation of the disease depends on
the nature of this response’. Gingivitis is the mildest form of periodontal disease; it
does not affect the underlying support structures of the teeth and is reversible.
Periodontitis results in the loss of connective tissue and bone support through the
action of toxic products that are released in the subgingival area for specific
periodontal pathogens, as well as an inflammatory response that is triggered by the
presence of these microorganisms?.

Many studies have reported that chronic periodontitis may trigger systemic
vascular diseases of the coronary, cerebrovascular and chronic obstructive
pulmonary type through the induction of endothelial dysfunction®*. Periodontal
infection may indirectly induce endothelial dysfunction via a state of systemic
inflammation, as evidenced by a high concentration of pro-inflammatory cytokines in
the plasma™®.

Thus, it is reasonable to believe that systemic inflammation induced by
periodontal pathogens may be associated with endothelial dysfunction and
atherosclerosis, firstly in small vessels, such as vascular in the penis, and later in
larger arteries such as the coronaries”®.

Therefore, we suggest that there is a correlation between periodontal
disease and erectile dysfunction, which has been supported by Peng and Zhng®,
who have suggested that periodontal disease may induce erectile dysfunction
because it contributes to endothelial dysfunction.

The objective of this study was to evaluate the sexual behavior of adult

Wistar rats with experimental periodontitis induced by ligature.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Pregnant rats were obtained from the Central Animal Facility of the State
University of West Parana (UNIOESTE), Cascavel campus, and kept in the vivarium

of the Laboratory of Endocrine Physiology and Metabolism under controlled
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conditions of temperature (23 + 2 °C) and light (12-hour cycle of light and 12 hours of
darkness - 07:00 to 19:00). At birth, the pups were separated by sex, with only 7
males for each litter, making a total of 14 animals, which were divided into 2 groups
and all the animals received standard diet and water at will throughout the
experimental period. All the experimental protocols were approved by the Ethics
Committee on Animal Experiments and Practical Classes (CEEAAP) of UNIOESTE.

Induction of Periodontal Disease

At 70 days of age, the animals were anesthetized (xylazine 0.04 mL/100 ¢
and ketamine 0.08 mL/100 g), and placed on an appropriate operating table, which
permitted the opening of the mouths of the rats, facilitating access to the posterior
mandible teeth. With the aid of modified forceps and an exploratory probe, a number
40 cotton thread was tied around the first right and left lower molars. Two groups
were then designated: the first being control without ligature (CON) and the second
being experimental with ligature (LIG). This ligature acted as a gingival irritant for 30
days, which favored the accumulation of bacterial plague and the subsequent

development of periodontal disease™.

Analysis of sexual behavior

Thirty days after the induction of periodontal disease, the sexual behavior of
the rats in both the control and the experimental groups was recorded (Samsung
Camera ST2014F) between 20:00 and 21:00. The observations were performed
during the period of darkness with illumination provided by a weak light because
sexual behavior is slightly more intense during the phase of darkness. Initially, the
male rat was placed in the observation cage (70 x70 x35 cm) for an adjustment
period of 15 min. After this period a sexually receptive female was introduced into the
cage with the male and the following parameters of the behavior of the male rat were
recorded:

a) frequency of smelling the anogenital region;

b) frequency of mounts with pelvic movements. According to Agmo?*?, the
male normally mounts from behind, putting its front paws on the back of the female

and making rapid anteroposterior pelvic thrusts (17-22 Hz) for about 300 ms. During



53

mounting, the female assumes a lordosis posture. The male then dismounts very
slowly;

c) latency (seconds) of intrusion behavior. The time from the introduction
of the female into the observation cage until the first intrusion by the male (deep
forward momentum, featuring vaginal penetration). If the rat did not intrude into the
female within 10 minutes it was considered to be sexually inactive;

d) latency (seconds) of ejaculation. The time from the first intromission to
ejaculation. Ejaculation was evidenced by penetration with deep pelvic movements
and then lying slowly to the side, followed by a refractory period*?. If a rat intruded,
but did not ejaculate soon afterwards, then the recording was continued for up to 30
minutes, otherwise the rat was considered to be sexually inactive;

e) duration (seconds) of general movement. The total duration of
movement during the recording session was recorded in order to evaluate possible
motor abnormalities caused by the protocol of the induction of periodontal disease.

The animals were filmed until the moment of ejaculation. The latency of
intrusion and the frequency of intrusion were analyzed within the first 10 minutes of
the 30 minutes recorded period because, in the majority of the control rats, the
recording session corresponded to 10 minutes. When the frequency of intrusion was
zero, the latency of intrusion was considered to be 600 seconds. In rats that did not

exhibit intrusion, the ejaculation latency was considered to be 1800 seconds.

RESULTS

The frequency of sniffing the anogenital region averaged 8.2 + 1.0 for the
control group and 12.7 = 1.2 for the experimental group. In the control group, it was
observed that when the rats were introduced into the observation cage they smelled
the female to recognize her before starting intercourse for a shorter time than the rats
in the ligature group (Table 1).

Considering that the introduction of the penis was not directly visible, we
recorded the behavior leading up to penetration, which was characterized by the
male rat placing its forepaws on the back of the female with associated pelvic
rhythmic movements®®. The rats in the ligature group showed a decrease (P <0.05) in

the frequency of intrusion (1.1 + 0.8) compared with the control group (12.3 = 1.9).
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The increase in erectile function was implicated in an increase in intrusion.
Consequently, the latency of introduction behavior was 600 seconds for the ligature
group, i.e. in this group penile intrusion was not observed, which reflected a decrease
in sexual desire, as in the control group the latency of intrusion was 19 seconds
(Table 1).

The latency of ejaculation was 980 seconds for the control group and 1800
seconds for the ligature group. Because the experimental group did not provide
evidence of intrusion there was no ejaculation in the ligature group during the
maximum recording time (1800s) (Table 1).

The duration of the general movement averaged 74.8 = 8.4 for the control
group and 112.0 + 7.1 for the ligature group. Thus, it is apparent that the animals in
the ligature group moved more in their cage without performing the sexual act, which
suggests reduced sexual behavior or libido in the experimental group, considering
that the male rats were in the presence of sexually receptive females and did not
mount them. The fact that some rats moved more is because they were getting to
know the environment by smelling, like any other rat, however, because they had no
interest in the female rats they spent that time recognizing the environment (Table 1).

For the statistical analysis, all the numerical values were expressed as mean
* standard error of the mean, except for the latency data (ejaculation and introduction
behavior), where the median (interquartile range) was used. Student's t-test was

performed, followed by the Newman-Keuls test or the Mann-Whitney test (latency).

DISCUSSION

This study investigated the effect of periodontal disease on the sexual
behavior of adult male Wistar rats. It was found that this disease worsened the
sexual arousal of the rats, as indicated by an increase in the latency of intrusion. In
addition, the intrusion frequency (erectile component) was decreased in the control
group. Thus, bearing in mind that this study demonstrated that the experimental
group had changes in various parameters of sexual behavior, this indicates a
possible erectile dysfunction associated with periodontitis.

Although several vasodilators have been implicated in affecting erectile

response, nitric oxide appears to be the major stimulator of cavernosal vasodilation
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and penile erection**®. An intact endothelium usually releases this potent
vasodilator, which maintains vascular reactivity. However, levels of nitric oxide
decrease when there are endothelial lesions, and the vasculature is therefore less
reactive. Consequently, it is reasonable to postulate that any substance that reduces
relaxation mechanisms or increases the contractile mechanisms of the cells of the
smooth cavernous muscle may be a causative agent of erectile dysfunction. In this
regard, various cytokines, particularly tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), appear as
the most important candidate in the pathophysiology of erectile dysfunction, due to its
known effects on the vasculature. Studies have shown that there is a common
pathogenesis for both erectile dysfunction and for endothelial dysfunction, and when
the latter is present in the penis it strongly contributes to erectile dysfunction!’?°.
Likewise, Montorsi, Montorsi and Schulman® and Kirby, Jackson and Simonsen?
have shown that erectile dysfunction can be the result of impaired endothelial
function, as well as occlusion of the cavernous arteries by atherosclerosis.

Chronic periodontitis may contribute to the development of endothelial
dysfunction, and there are three possible mechanisms to explain how this occurs.
Firstly, because chronic inflammation is associated with an increase in reactive
oxygen species?®**. The excess production of reactive oxygen species leads to an
increase in the inactivation of nitric oxide (NO) and damage to the antioxidant system
may contribute to endothelial dysfunction in patients with periodontitis?®®>. Secondly,
high concentrations of inflammatory mediators such as TNF-q, interleukin-6 (IL-6), IL-
8 and IL-18 may be associated with an increased risk of endothelial dysfunction?®?
because the concentrations of these inflammatory markers are also increased in
patients with chronic periodontitis?®. Thirdly, periodontal pathogens, or their products,
may directly affect endothelial function®. Therefore, periodontal disease can be
considered a risk factor in relation to erectile dysfunction because endothelial
dysfunction is a key event in the pathophysiology of erectile dysfunction,
corroborating the results presented in this study (Table 1).

Although there are no other studies in the literature that examine the sexual
behavior of rats with periodontal disease, research such as that conducted by Eltas

|.30

et al.”” used a questionnaire to diagnose erectile dysfunction (The International Index

of Erectile Function Questionnaire), and also investigated the sexual behavior of
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individuals. In this questionnaire, men answered questions regarding their erectile
function, satisfaction with sexual intercourse, evaluation of orgasmic function and
sexual desire in order to evaluate the effect of periodontal therapy on the severity of
erectile dysfunction in patients with chronic periodontitis. It was revealed that the
severity of erectile dysfunction improved with periodontal treatment. At the beginning
of the study the treatment group consisted of 32 individuals with severe erectile
dysfunction and 28 with moderate erectile dysfunction; after 3 months, 25, 29 and 6
individuals had severe, mild and moderate erectile dysfunction, respectively.

Several other studies in the literature demonstrate the relationship between
periodontal disease and erectile dysfunction®3*%**_ Among them, is a study of rats
by Zuo et al.®*, which reported that a decrease in the expression of endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) and the activity of the enzyme nitric oxide synthase (NOS) in
the cavernous tissue of the penis caused by the systemic inflammatory state in
periodontitis may be one of the important risk factors for erectile dysfunction. The
results of this particular study also showed that TNF-a concentrations in rats with
periodontitis were significantly higher than in the control group. One of the roles of
TNF-a is the inhibition of expression of eNOS in endothelial cells.

Although the penile vascular layers, which are responsible for erection of the
penis, are far from the source of inflamation in individuals suffering from periodontitis,
the endothelium is in direct contact with circulating blood and can still suffer from
systemic oxidative stress. Furthermore, even if only low concentrations of
inflammatory cytokines induced by oxidative stress and periodontitis can reach the
penile endothelium, the prognosis of endothelial dysfunction is cumulative® as the
chronic nature of periodontitis. Therefore, the loss of the functional integrity of the
endothelium and subsequent endothelial dysfunction plays a key role in the
occurrence of erectile dysfunction®®.

1.3 reinforce the idea that chronic

The results of a study by Oguz et a
periodontitis is more often present in patients with erectile dysfunction than in those
without it. In addition, the higher level of bleeding on probing seen in the group with
erectile dysfunction compared with the control group, and the correlation between
bleeding on probing and erectile dysfunction, supports earlier reports that a high level

of infection results in erectile dysfunction due to endothelial dysfunction.
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Coincidentally, Zadik et al.® reported that chronic periodontitis was significantly more
prevalent among men with erectile dysfunction compared to men without erectile
dysfunction, and they suggested that this may be associated with periodontitis.

A recent retrospective case-control study by Keller, Chung and Lin*
analyzed data from 32,856 patients with erectile dysfunction and 162,480 control
patients in order to evaluate the association between erectile dysfunction and chronic
periodontitis. They found that the patients with erectile dysfunction were 3.35 times
more likely than the controls to have been previously diagnosed with periodontitis.
Another study by Sharma, Pradeep and Raju® concluded that the prevalence of
chronic periodontitis in patients with erectile dysfunction was higher for men who had
severe erectile dysfunction (81.8%).

CONCLUSIONS

Thus, within the limits of our experimental study, it can be concluded that
experimental periodontitis contributed to a reduction in the sexual behavior of male
rats. This suggests an erectile dysfunction in the group with induced periodontitis
because erectile function is, in most cases, directly related to improved sexual

performance®’.
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TABLE

Table 1. Effect of the induction of periodontal disease in the frequency of the
behaviours of sniffing the anogenital region; mounting movements; the latencies (s)
of penile insertion in the presence of a sexually receptive female (R); ejaculation and
the overall duration of general movement.

BEHAVIOR CONTROL EXPERIMENTAL
Frequency of smelling the anogenital 82+1.0 12.7 +1.2¢2
region® f
Frequency of mountings with pelvic 12.3+1.9 1.1+0.8°
movements®
Latency of introduction behavior® ® 19 (16/32) 600 (600/600)°
Latency of ejaculation® © 980(825/1080) | 1800 (1800/1800)°
Duration of general movement® 748 +8.4 112.0 +7.1°

a P < 0.05 vs control (Student—-Newman—Keuls test).

b P < 0.05 vs control (Mann-Whitney test).

¢ Corresponds to 30 minutes recording; Control n= 07; Ligature n= 07.
d Corresponds to 10 minutes recording; Control n= 07; Ligature n= 07.
e Results expressed as medians (interquartile range).

f Results expressed as mean * standard error of the mean.
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4.1 ANEXO A: Normas da Revista Cientifica

Archives of Oral Biology
Guide for Authors

Archives of Oral Biology is an international journal which aims to publish papers of the
highest scientific quality reporting new knowledge from the orofacial region including:
» developmental biology

« cell and molecular biology

* molecular genetics

* immunology

* pathogenesis

* microbiology

* biology of dental caries and periodontal disease

« forensic dentistry

* neuroscience

» comparative anatomy

* paeleodontology

Archives of Oral Biology will also publish expert reviews and articles concerned with
advancement in relevant methodologies. The journal will only consider clinical papers where
they make a significant contribution to the understanding of a disease process.

These guidelines generally follow the Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals.

PREPARATION

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not
use the word processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid,
use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use
tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very
similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables and text
graphics will be required whether or not you embed your figures in the text. See also the
section on Electronic artwork. To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use
the 'spell-check’ and 'grammar-check’ functions of your word processor.

Article structure

Manuscript Structure

Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors, Affiliations, Abstract, Keywords,
Main text (Introduction, Materials & Methods, Results, Discussion for an original paper),
Acknowledgments, Appendix, References, Figure Captions and then Tables. Do not import
the Figures or Tables into your text. The corresponding author should be identified with an
asterisk and footnote. All other footnotes (except for table footnotes) should be identified with
superscript Arabic numbers.
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Introduction

This should be a succinct statement of the problem investigated within the context of a brief
review of the relevant literature. Literature directly relevant to any inferences or argument
presented in the Discussion should in general be reserved for that section. The introduction
may conclude with the reason for doing the work but should not state what was done nor the
findings.

Materials and Methods

Enough detail must be given here so that another worker can repeat the procedures exactly.
Where the materials and methods were exactly as in a previous paper, it is not necessary to
repeat all the details but sufficient information must be given for the reader to comprehend
what was done without having to consult the earlier work.

Authors are requested to make plain that the conditions of animal and human
experimentation are as outlined in the "Ethics" and "Studies on Animals" sections above

Results or Findings

These should be given clearly and concisely. Care should be taken to avoid drawing
inferences that belong to the Discussion. Data may be presented in various forms such as
histograms or tables but, in view of pressure on space, presentation of the same data in
more than one form is unacceptable.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion
of published literature. Conclusions The main conclusions of the study may be presented in a
short

Conclusions
section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and
Discussion section.

Essential title page information

* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the
actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript
letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide
the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-
mail address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeingcand publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country
and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal
address.

Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did
the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are
used for such footnotes. As titles frequently stand alone in indexes, bibliographic journals
etc., and indexing of papers is, to an increasing extent, becoming computerized from key
words in the titles, it is important that titles should be as concise and informative as possible.
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Thus the animal species to which the observations refer should always be given and it is
desirable to indicate the type of method on which the observations are based, e.g. chemical,
bacteriological, electron-microscopic, histochemical, etc. A "running title" of not more than 40
letters and spaces must also be supplied. A keyword index must be supplied for each paper.

Structured abstract

The paper should be prefaced by an abstract aimed at giving the entire paper in miniature.
Abstracts should be no longer than 250 words and should be structured as per the guidelines
published in the Journal of the American Medical Association (JAMA 1995; 273: 27-34). In
brief, the abstract should be divided into the following sections: (1) Objective; (2) Design - if
clinical, to include setting, selection of patients, details on the intervention, outcome
measures, etc.; if laboratory research, to include details on methods; (3) Results; (4)
Conclusions.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points
that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file
in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file hame and include 3 to 5
bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See
http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using British spelling and

avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be
sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.
These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

As Archives of Oral Biology is a journal with a multidisciplinary readership, abbreviations,
except those universally understood such as mm, g, min. u.v., w/v and those listed below,
should be avoided if possible. Examples of abbreviations which may be used without
definition: ADP, AMP, ATP, DEAEcellulose, DNA, RNA, EDTA, EMG, tris. Other
abbreviations used to improve legibility should be listed as a footnote on the title page.
Chemical symbols may be used for elements, groups and simple compounds, but excessive
use should be avoided. Abbreviations other than the above should not be used in titles.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or
otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing
language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Bacterial nomenclature

Organisms should be referred to by their scientific names according to the binomial system.
When first mentioned the name should be spelt in full and in italics. Afterwards the genus
should be abbreviated to its initial letter, e.g. 'S. aureus' not 'Staph. aureus'. If abbreviation is
likely to cause confusion or render the intended meaning unclear, the names of microbes
should be spelt in full. Only those names which were included in the Approved List of
Bacterial Names, Int J Syst Bacteriol 1980; 30: 225?420 and those which have been validly
published in the Int J Syst Bacteriol since 1 January 1980 have standing in nomenclature. If
there is good reason to use a name that does not have standing in nomenclature, the names
should be enclosed in quotation marks and an appropriate statement concerning the
nomenclatural status of the name should be made in the text (for an example see Int J Syst
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Bacteriol 1980; 30: 547?556). When the genus alone is used as a noun or adjective, use
lower case Roman not italic, e.g.'organisms were staphylococci' and 'streptococcal infection'.
If the genus is specifically referred to use italics e.g. 'organisms of the genus
Staphylococcus'. For genus in plural, use lower case roman e.g. 'salmonellae’; plurals may
be anglicized e.g.'salmonellas'. For

trivial names, use lower case Roman e.g. 'meningococcus'

Artwork

Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity,
manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse and
will be dealt with accordingly. For graphical images, this journal is applying the following
policy: no specific feature within an image may be enhanced, obscured, moved, removed, or
introduced. Adjustments of brightness, contrast, or color balance are acceptable if and as
long as they do not obscure or eliminate any information present in the original. Nonlinear
adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disclosed in the figure legend.

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork
is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically
have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.
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lllustration services

Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/illustrationservices) offers lllustration
Services to authors preparing to submit a manuscript but concerned about the quality of the
images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators can produce scientific,
technical and medicalstyle images, as well as a full range of charts, tables and graphs.
Image 'polishing’ is also available, where our illustrators take your image(s) and improve
them to a professional standard. Please visit the website to find out more.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to
the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes
below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in
them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical
rules.

References

All manuscripts should use the 'Vancouver' style for references, which should be numbered
consecutively in the order in which they are first cited in the text and listed at the end of the
paper.

For journal references, all authors should be included when there are six or fewer (first six
followed by 'et al." when seven or more), followed by the title of article, name of journal
abbreviated according to Index Medicus, or left in full, year, volume with part number in
brackets, and first and last pages. For example:

1. Walsh NP, Montague JC,Callow N and Rowlands AV. Saliva flow rate, total protein
concentrationand osmolality as potential markers of whole body hydration statusduring
progressive acute dehydration in humans. Arch Oral Biol2004;49(2):149-154.

For book references, the author(s) should be followed by the chapter title (if appropriate),
editor(s) (if applicable), book title, place of publication, publisher, year and page numbers.
For example:

Nanci A. Ten Cate's Oral Histology: Development, Structure and Function. 6th ed. St. Louis:
Mosby; 2003.

Papers in the course of publication should only be entered in the references if the paper has
been accepted by a journal, and then given in the standard manner in the text and list of
references but with the words "In press" following the name of the journal.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the
journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.
Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

* Phone numbers All necessary files have been uploaded, and contain:

* Keywords

* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes) Further considerations

* Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal

« All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

» Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Internet) Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white
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RESUMO

Objetivo: Estudos sugerem que a periodontite pode estar relacionada com
a disfuncao erétil, no entanto pouco se conhece sobre o efeito desta doenca na
estrutura do pénis. Este estudo objetivou investigar o efeito da periodontite
experimental sobre o pénis de ratos.

Metodologia: Dezoito ratos Wistar foram submetidos a colocagdo de uma
ligadura de algodao em torno dos primeiros molares inferiores para induzir a
periodontite. Aos trinta dias de indugao da doencga periodontal, os ratos foram
sacrificados e coletadas as amostras de hemimandibula, gengiva e pénis para
analises microscoépicas, histomorfométricas, da expressdo de IL-6, TNF-a e
analise radiografica.

Resultados: Houve a confirmacdao de que a periodontite foi induzida no
grupo com ligadura, devido ao maior numero de osteoclastos, diminuicdo de
ostedcitos, maior distancia da juncao cemento-esmalte a crista 6ssea, aumento
de volume gengival (p<0.05) e intensa reabsorgao éssea. Além disso, constatou-
se uma concentracdo média maior de IL-6 nas amostras gengivais e de TNF-a
nas amostras penianas nos ratos com ligadura (p<0.05). Nao houve diferenca
estatisticamente significante nas dimensdes ventral-dorsal e latero-lateral do
pénis, no entanto verificou-se uma maior espessura e menor area
estatisticamente significativa das artérias dorsais penianas no grupo com
periodontite experimental, assim como uma menor area dos espacos vasculares
dos corpos cavernosos (p<0.05).

Conclusao: A peridontite experimental provocou alteragdes estruturais e
funcionais no pénis de ratos Wistar, portanto a inflamacdo sistémica causada
pela doenca periodontal pode ser um importante fator de risco para a disfungao
erétil.

Palavras-chave: Doenca periodontal; disfuncao erétil; disfuncao
endotelial.
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INTRODUCAO

A periodontite caracteriza-se por ser uma doenca infecciosa crénica, iniciada
pelo biofiime microbiano que ocasiona um processo imunoinflamatério nos
tecidos do periodonto, o que leva a destruicdo destes e em alguns casos a
consequente perda dos dentes. Varios estudos clinicos e epidemioldgicos
sugerem que a doenca periodontal estad associada com um risco aumentado de
patologias cardiovasculares'™. Segundo Janket et al.’ este risco é 19% maior em
um individuo que apresenta doenca periodontal quando comparado a um
saudavel, sendo mais proeminente na populacdao abaixo dos 65 anos, na qual o
aumento chegou a 44%>°.

Os mediadores pro-inflamatérios, tais como interleucina-1beta (IL-1B),
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) produzidos
localmente nos tecidos gengivais inflamados, podem se dissipar para a circulagao
e o resultado dessa disseminacdo tanto de bactérias quanto de mediadores
inflamatérios é a promocdao de um impacto sistémico, como a inducdo da
disfuncao endotelial, geralmente acompanhada por producdo prejudicada de
6xido nitrico (NO) pela enzima 6xido nitrico sintetase endotelial (eNOS)®’. Assim,
o estado sistémico inflamatdrio, estresse oxidativo e injurias das células
endoteliais constituem o fator fisiopatoldgico comum entre pacientes com
periodontite e doenca cardiovascular™.

Além disso, hd uma coocorréncia de doenca do sistema cardiovascular e
disfuncdo erétil. Recentemente, a erecao disfuncional tem sido reconhecida como
uma anormalidade organica e fisiolégica que afeta a circulagcdo peniana como
parte de uma doenca vascular generalizada®. Portanto, a funcdo erétil
prejudicada e a aterosclerose coronariana estao intimamente ligadas, pois ambas
sao consequéncias da disfuncao endotelial, levando a restricdbes no fluxo
sanguineo®'°,

Com base nas informagdes supracitadas, de que a patologia cardiovascular
possui relagdes fisiopatoldgicas com a periodontite e com a disfuncdo erétil,
sugere-se que a doencga periodontal pode estar correlacionada com a dificuldade
de erecdo. Sustentando-se nos fatos de que os mecanismos patogénicos
subjacentes da disfuncao endotelial nos corpos cavernosos penianos, parecem
colaborar para o inicio e progressao da disfuncdo erétil e que a periodontite
cronica pode contribuir para o desenvolvimento do disturbio endotelial, pode
haver evidéncia de que esta correlagdo seja possivel'’.

Dessa forma, € razoavel inferir que a inflamagao sistémica induzida por
patdgenos periodontais pode estar associada com a disfuncao endotelial e
aterosclerose primeiro nos pequenos vasos, como o vascular do pénis, e mais
tarde em artérias maiores, tal como as coronarias'!. Portanto, com o presente
estudo objetivou-se investigar o efeito da periodontite experimental sobre os
tecidos periodontais e pénis de ratos.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Ratas prenhas da linhagem Wistar foram obtidas no Biotério Central da
Universidade Estadual do Oeste do Parand, campus Cascavel, e mantidas no
biotério setorial do Laboratdério de Fisiologia Enddcrina e Metabolismo sob
condicdes controladas de temperatura (21 + 1°C) e luz (ciclo de 12 horas de
claro e 12 horas de escuro/ 07:00-19:00h). Ao nascimento, os filhotes foram
separados por sexo ficando 9 machos para cada ninhada, perfazendo um total de
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18 animais, que foram subdivididos em 2 grupos, sendo que todos os animais
receberam dieta padrdao e dagua a vontade por todo o periodo experimental. A
amostra foi baseada conforme prévios estudos do grupo de pesquisa, com 9
ratos incluidos em cada gr,upolz. Todos os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal e Aulas,Préticas
(CEEAAP) da UNIOESTE, os quais estao de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdao Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdao Animal (CONCEA).

Inducao da Doenga Periodontal

Aos 70 dias de vida, os animais receberam uma ligadura de algodao (Coats
Corrente Ltda., SP, Brasil) em torno dos primeiros molares inferiores em uma
posicao sub marginal para induzir periodontite experimental, de acordo com os
métodos propostos por Nassar et al.'?>. A anestesia foi obtida pela administracdo
intramuscular de 0,08 ml/100 g de peso corporal de quetamina (Francotar,
Virbac do Brasil Ind. E Com. Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil) 0,04 mL/100 g de peso
corporal de xilazina (Virbac do Brasil Ind. E Com. Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil).
Apds este procedimento originou-se 2 grupos: controle sem ligadura (CON, n=9)
e experimental com ligadura (LIG, n=9). Esta ligadura atuou como irritante
gengival por 30 dias e favoreceu o acumulo de placa bacteriana e consequente
desenvolvimento da doenca periodontal®?.

Sacrificio e Obtencdao de Amostras para Analises Imunoldgicas e
Morfologicas

Aos 30 dias de indugdao da doenga periodontal, submeteu-se os ratos dos
grupos controle e experimental a jejum de 8 horas, apenas com agua a vontade.
Em seguida, os ratos foram dessensibilizados com gas carbbnico e quando
constatada a sedacao dos animais, foram decapitados. Nas 18 hemimandibulas
do antimero esquerdo, foi removida a gengiva firmemente presa ao processo
alveolar. Também foram coletadas amostras da glande do pénis dos animais de
cada grupo e armazenou-se todos esses tecidos em ependorfs em freezer -80°C,
para anadlise de interleucina-6 e fator de necrose tumoral-alfa. Apds isto, a
hemimandibula esquerda foi totalmente dissecada e fixada em solugao formol
10%, para posterior anadlise radiografica destas. As 18 hemimandibulas do
antimero direito, como também o pénis dos animais de cada grupo foram
coletados, reduzidos e fixados em methacarn (70% metanol, 20% cloroféormio e
10% acido acético glacial) por 24 horas, apds foram imersos em solugao formol
10%.

Processamento Histologico

Descalcificou-se as hemimandibulas do antimero direito e o pénis por
imersdo em Aacido tricloroacético (TCA) 5% a 4°C por 27 e 10 dias,
respectivamente. As amostras foram avaliadas diariamente a fim de verificar o
grau esperado de descalcificacao, realizando-se trocas do TCA a cada 5 dias.
Apds descalcificados, os tecidos foram imersos em sulfato de sédio 5% por 2
horas para neutralizar o TCA, lavados em agua corrente (por 2 horas) e
mantidos em alcool 70% até o processamento histoldgico de rotina. Nesse, os
tecidos foram desidratados em série alcodlica ascendente, diafanizados em xilol e
incluidos em parafina (Purified Paraffin, code 1228, lot 1008459, Vetec Quimica
Fina, Rio de Janeiro, Brasil). Em seguida, seccdes histologicas de 5 ym de
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espessura obtidas em micrétomo manual (Olympus, CUT 4055) foram coradas
pela técnica Hematoxilina e Eosina (HE)™.

Observagoes microscopicas

Realizou-se as andlises microscépicas por um Unico examinador,
microscépio de luz (Leica Microsystems, Switzerland®), por meio da avaliacdo
das seccoes histoldgicas coradas. As laminas foram analisadas para observacoes
morfoldgicas da gengiva e do processo alveolar das hemimandibulas, tal como
integridade do epitélio, presenca de infiltrado inflamatoério e caracteristicas do
tecido d6sseo, assim como as caracteristicas morfoldgicas gerais do pénis dos
ratos de todos os grupos.

Histomorfometria da Gengiva

Realizou-se as medidas histomorfométricas nas gengivas marginais
vestibular e lingual direita em todos os grupos, por meio de um programa
analisador de imagens (Software LAS V.4.2 - Leica Microsystems®) acoplado a
um microscopio de luz com objetiva de 40x, a intervalos de 10 cortes entre uma
contagem e outra no seriamento dos cortes (cerca de 50 um). As mensuragoes
foram feitas a partir de pontos morfoldgicos pré-determinados na gengiva
marginal, como ilustrado na figura 1. Os resultados foram expressos em
milimetros.

Histomorfometria do Osso

Foi realizada a quantificacdo de osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos
presentes em cinco campos consecutivos do osso alveolar partindo do ponto
mais alto da crista 0ssea. Para a observacao, utilizou-se o aumento de 400 vezes
no microscépio de luz (Leica Microsystems, Switzerland®). Foram feitas duas
observacoes por campo e entdo, calculada a média dos valores para cada grupo.

A medida da crista dssea alveolar foi realizada por meio de um
microscépio (Leica Microsystems, Switzerland®) acoplado a um computador, o
qual permitiu capturar as imagens com auxilio do software LAS V.4.2®, Realizou-
se uma medida da menor distancia entre o d&pice da crista dssea alveolar
vestibular e a juncdao cemento-esmalte. As medidas foram repetidas duas vezes
por dia, em trés dias diferentes e entdo, calculada a média entre os valores.

Analise Radiografica

A hemimandibula do lado esquerdo de cada animal, fixada em formol
tamponado (pH 7,2) durante 48 horas, foi submetida a analise radiografica. Para
isto, as hemimandibulas foram colocadas com o lado lingual sobre o filme
radiografico periapical (AGFA DENTUS®, Ultraspeed) e posicionadas de modo que
as cuspides vestibular e lingual dos primeiros molares ficassem no mesmo plano
vertical. Utilizou-se o aparelho de raio X GE - 1000, regulado para 15mA, 65Vp,
18 impulsos, distancia foco/filme de 50 centimetros com incidéncia de raios X
perpendicular as pecas. Para processamento dos filmes, foi utilizado revelador e
fixador Kodak® no respectivo processamento de tempo/temperatura e
digitalizadas por meio de um “scanner” para dispositivos (Polaroid Sprint Scan 35
Plus, Polaroid). As imagens digitalizadas foram analisadas em 3 medidas no
programa Image Tools 3.0 e retiradas uma média entre elas, por meio de uma
medida linear, que percorreu a distancia da juncao cemento-esmalte até a crista



72

0ssea alveolar do lado mesial do primeiro molar inferior esquerdo do rato, com
as medigdes em pixels'”.

Analise da Expressao da IL-6 e do TNF-a

A gengiva ao redor dos primeiros molares inferiores da hemimandibula do
lado esquerdo, submetidos ou ndo a colocacdo de ligadura, foram destinadas a
analise por Ensaio de Imunoabsorcdo Acoplado a Enzimas (ELISA) da presenca
da citocina IL-6. Da mesma forma, uma porcao da glande do pénis dos ratos de
todos os grupos obtidas no momento do sacrificio, foram submetidas a analise,
por ELISA, da presenca da citocina TNF-a.

O total de proteinas foi extraido das amostras de gengiva e pénis por meio
de um tampao de extracao a base de detergente com um coquetel de inibidor de
protease. Apds, foi realizada a quantificacdo das proteinas pelo método de
Bradford.

Analises Histomorfométricas do pénis

Realizou-se as andlises histomorfométricas em seccdes transversais (5 pm)
para obtencdo das dimensdes ventral-dorsal (VD) e latero-lateral (LL), em
aumento de 40x; também, mensurou-se a area dos espacos vasculares dos
corpos cavernosos, bem como a area luminal e espessura da parede da artéria
dorsal direita do pénis em aumento de 100x. As analises foram realizadas em
microscépio (Leica Microsystems, Switzerland®) acoplado a um computador, o
qual permitiu capturar as imagens e fazer as mensuragdes por meio do software
LAS V.4.2® (Figura 2).

Para a analise estatistica, todos os valores numéricos foram expressos
como média + desvio padrdo. Apds a verificagao da distribuicdo de normalidade
dos dados, por meio do programa Bioestat 5.3 (Instituto Mamiraua, Amazonas,
Brasil), foi realizado o teste T de Student com p<0,05 para avaliar a diferencga
entre os grupos.

RESULTADOS

Analise Descritiva Morfologica

- Hemimandibula

A figura 3A é representativa do grupo controle. Observou-se que os tecidos
gengivais, epitélio sulcular, epitélio juncional e o tecido conjuntivo subjacente na
regido do primeiro molar mostraram caracteristicas normais. Nao foi percebido
processo inflamatorio nos tecidos. O osso alveolar apresentou integridade, era
compacto, regular, com a porgao esponjosa central de aparéncia normal. A crista
Ossea alveolar mostrou espessura mediana e altura ao nivel do terco cervical da
raiz. Além disso, ndo foi verificada uma expressiva atividade de osteoclastos.
Observou-se o aparecimento de linhas incrementais, organizacao de alguns
canais de Havers e a presenca de osteoblastos alinhados adjacentes a crista
0ssea, o0 que revelou a existéncia de atividade de formagao dssea em todos os
grupos. Foi verificado também que a juncdo cemento-esmalte e o ligamento
periodontal estavam com caracteristicas normais. Em alguns casos se observou
que o cemento estava espessado no tergo apical, o que sugere hipercementose
local.

A figura 3B representa o grupo com periodontite induzida. O epitélio
juncional apresentou uma migracao apical e um discreto infiltrado inflamatério
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em tecido conjuntivo. Observou-se também, uma intensa reabsorcao Ossea.
Desse modo, o processo alveolar apresentou-se compacto com Aarea central
esponjosa, no entanto, com cristas ésseas cOnicas e baixas, fazendo com que
houvesse exposicao do terco cervical. Expressiva atividade osteoclastica foi
observada nestas areas, como mostra a figura 4. Verificou-se neoformacao
ossea, evidenciado por linhas incrementais na regido do ligamento periodontal
adjacente ao osso alveolar em algumas regidoes. Além disso, constatou-se que o
cemento estava espessado no terco apical, o que sugere hipercementose local.

- Pénis

A figura 2 é representativa da organizacdo geral, em seccao transversal, de
pénis de rato. No grupo controle, observou-se trés corpos cilindricos e eréteis
(um par de corpos cavernosos e 0 corpo esponjoso). Os corpos cavernosos
consistiam em numerosos espagos vasculares (seios cavernosos), separados por
trabéculas, revestidos por células endoteliais e fibras musculares lisas restritas a
regido subendotelial. Verificou-se que as trabéculas dos corpos cavernosos eram
constituidas por tecido conjuntivo, contendo fibroblastos dispersos e uma densa
matriz extracelular que continha, principalmente, proteinas fibrilares, tais como
colagenas e elasticas. O corpo esponjoso abrigava no seu interior a uretra. Todas
estas estruturas estavam envolvidas por uma camada de tecido conjuntivo
fibroso, a tunica albuginea. Foi observado também a veia dorsal profunda e
artéria dorsal, além de ramos do nervo dorsal do pénis. A figura 5B representa a
seccao transversal de um grupo com periodontite experimental. Observou-se,
além da organizacao tipica, que as trabéculas eram, aparentemente, maiores e
foi verificada a presenca de espacos vasculares mais estreitos, quando
comparado ao observado em animais do grupo controle (Figura 5A).

Histomorfometria da Gengiva

A tabela 1 mostrou que a altura do epitélio da crista gengival foi
significativamente maior no grupo com periodontite experimental,
aproximadamente 26%. Da mesma forma, houve diferenca significativa em
relacdo a largura do epitélio bucal, que para o grupo com periodontite induzida
foi 25% maior. A altura do tecido conjuntivo na regido média, nos ratos com
ligadura, mostrou um aumento de 72% em relagao ao grupo controle, sendo
estas diferengas estatisticamente significativas. Do mesmo modo, o grupo com
periodontite experimental revelou um aumento na largura do tecido conjuntivo
na regiao basal de 82% quando comparado com o grupo controle.

Histomorfometria do osso

A tabela 2 demonstrou que o osso alveolar mandibular que circunda o
primeiro molar direito apresentou maior quantidade de osteoclastos
estatisticamente significante no grupo com periodontite experimental. Ja o
numero de ostedcitos foi significativamente maior no grupo controle. Quanto a
contagem de osteoblastos, nao foi observado diferengas significativas entre os
grupos.

Analise histomorfométrica e radiografica da distancia entre o apice
da crista 6ssea alveolar vestibular e a juncao cemento-esmalte

A tabela 3 revelou que a analise histomorfométrica no grupo com
periodontite experimental apresentou um aumento desta distancia de 75%
quando comparado com o grupo controle, o que indica que a periodontite
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provocou uma maior perda oOssea alveolar. A andlise radiografica do primeiro
molar inferior demonstrou que no grupo com periodontite experimental houve
maior perda 6ssea alveolar significante em relagao ao grupo controle (p<0.05), o
gue evidencia a acao da periodontite induzida sobre o tecido ésseo alveolar.

Andlise da presenca da citocina IL-6 nas amostras gengivais e da
citocina TNF-a nas amostras de pénis

Na tabela 4, observa-se que a IL-6 apresentou concentracdo média maior
no grupo com periodontite experimental, ou seja, houve um aumento
significativo dessa citocina nos ratos com periodontite induzida, o que comprova
sua maior producdao quando da presenca de uma inflamagdo cronica. Os
resultados mostraram também uma maior concentracdo da citocina TNF-a
estatisticamente significante nas amostras penianas dos ratos com periodontite
induzida, quando comparado com o grupo controle.

Anadlise das dimensdes, da artéria dorsal do pénis e area dos
espacos vasculares dos corpos cavernosos

Os resultados da tabela 5 revelaram que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa tanto na dimensao ventral-dorsal quanto na latero-
lateral entre os grupos. A tabela 5 mostrou também que o grupo com
periodontite experimental apresentou uma maior espessura da parede e menor
area da artéria dorsal do pénis quando comparado com o grupo controle. Quanto
a area dos espacos vasculares, no grupo controle foi significativamente maior
quando comparado com o grupo com periodontite induzida.

DISCUSSAO

A doenca periodontal € uma condicao inflamatéria causada pelo biofilme
bacteriano que produz infecgao e destruicdo dos tecidos de suporte periodontais
e posterior perda dos dentes®. A periodontite é uma das doencas crdnicas
inflamatdrias mais comuns do mundo. A prevaléncia das formas leve e moderada
varia de 20 a 50%, o que pode chegar a 85% na populacdo mais idosa®®. As
formas graves comprometem 30% dos adultos acima de 50 anos'’-*%.

A infeccao periodontal pode promover um efeito negativo sobre o estado de
salde sistémica do organismo. A periodontite esta associada com doencas
sistémicas, tal como, doenca cardiaca coronaria, doenca cerebrovascular,
diabetes, doenca pulmonar obstrutiva cronica e com a disfuncdo endotelial,
sendo esta Ultima a ligacao fisiopatoldégica entre a doenca periodontal e a
disfuncdo erétil*® 2,

Neste estudo, os ratos com ligadura apresentaram caracteristicas tipicas de
periodontite, como observado pelo maior nimero de osteoclastos e diminuicdo
de ostedcitos em comparagdao com o grupo controle (Tabela 2). Segundo
Spolidorio et al.??, o aumento do nimero de osteoclastos estd associado com a
reabsorcdo do osso e ainda de acordo com Kurikchy et al.”>, uma maior
guantidade de ostedcitos indica maturidade, logo sugere-se que a colocacdo da
ligadura gerou perda éssea do alvéolo. Além disso, hd uma relacdo positiva entre
o numero de osteoclastos ativos na superficie d0ssea e a distancia jungao
cemento-esmalte a crista dssea alveolar. Esta pode ser utilizada como um ponto
de partida para diagnosticar a altura do osso alveolar, pois medindo-se a
distancia da juncao cemento-esmalte a crista dssea alveolar, é possivel estimar
se existe ou ndo perda Odssea’>. A mensuracdo desta distancia foi
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significativamente maior no grupo experimental, assim fica evidente que a perda
O0ssea alveolar foi induzida pelo uso da ligadura. Os resultados da andlise
radiografica da altura da juncdao cemento-esmalte a crista dssea alveolar
consolida esta hipbtese, visto que essa medida também foi maior
radiograficamente neste grupo (Tabela 3).

A avaliacdo microscépica descritiva dos cortes histoldgicos do grupo com
periodontite revelou alteracdes no epitélio juncional e atividade de reabsorcao
osteoclastica, ou seja, caracteristicas morfoldgicas tipicas de periodontite,
colaborada com os resultados demonstrados na andlise histomorfométrica do
0sso alveolar (Tabela 2). Ainda no grupo com periodontite experimental, a altura
e espessura gengival mostrou-se maior estatisticamente significativa,
caracterizando dessa forma ndo somente alteragdes histopatoldogicas, mas
também um aumento de volume gengival, tipico na presenca de periodontite,
devido a existéncia do biofilme bacteriano (Tabela 1). Com base nesses
resultados, podemos afirmar que o modelo deste estudo cumpriu com os
requisitos experimentais de periodontite, dessa forma, é possivel investigar o
efeito desta nas estruturas do pénis.

Diversos mecanismos podem estar envolvidos na erecdao peniana, a qual
€ determinada por mudancgas de pressdo nos seios cavernosos. Na auséncia de
estimulos de excitacao, a vasoconstricdo cavernosa mantém o pénis no estado
nao ereto. A contracdo do musculo liso cavernoso, principalmente em resposta a
norepinefrina liberada das terminacdes nervosas simpaticas, estreita o IUmen
arteriolar e as cavidades sinusoidais, restringindo o fluxo de sangue para manter
baixa pressao intracavernosa e um pénis sem erecdo (flacido). Durante a
excitacdo sexual ou tumescéncia noturna, ocorre a liberacdo de o6xido nitrico
(NO), predominantemente por meio da ativacao da enzima éxido nitrico sintetase
neuronal (NNOS) nos nervos ndo adrenérgico nao colinérgico e da enzima éxido
nitrico sintetase endotelial (eNOS) nas células endoteliais locais. O NO estimula a
enzima guanilato ciclase que, em seguida, converte o GTP em GMPc, induzindo
um aumento substancial deste dentro da célula, o que causa o relaxamento do
musculo liso, e resulta na dilatacdo das arteriolas e dos seios cavernosos,
ocorrendo assim um aumento do fluxo sanguineo (impulsionado pela forca da
pressdo arterial média) e um subsequente aumento da pressdo intracavernosa. A
resposta erétil, devido a pressao elevada expande a tunica albuginea, resultando
no aumento do comprimento e didmetro do pénis, caracteristico da ereg&do®*2°.
Logo, percebe-se que a erecao depende essencialmente da produgao de NO pelo
endotélio vascular e para que isso ocorra, é essencial que se tenha uma fungao
normal do endotélio. A disfuncdao endotelial é definida como uma alteracdao do
relaxamento vascular por diminuicdo da biodisponibilidade de fatores de
relaxamento derivados do endotélio, principalmente o NO?’-%5,

A periodontite crbénica esta associada a um aumento de espécies reativas
de oxigénio, processo denominado estresse oxidativo®®*°. O excesso de produgdo
destas espécies conduz a um aumento da inativacdo de NO, e os danos no
sistema antioxidante podem contribuir para a disfungdao endotelial em pacientes
com periodontite®!. Além disso, as concentracdes elevadas de mediadores
inflamatdrios tais como o TNF-a, IL-6, interleucina-8 (IL-8) e interleucina-18 (IL-
18) podem estar associadas com um risco aumentado de disfungao
endotelial,>*33 j& que estas citocinas reduzem a biodisponibilidade do NO em
células endoteliais e impedem a vasodilatacao endotélio-dependente.
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Os resultados deste estudo demonstraram que a concentragao da citocina
IL-6 nas amostras gengivais do grupo com periodontite experimental, estava
significativamente aumentada quando comparada com o grupo controle (Tabela
4). Outro estudo que também revela uma maior concentracao de marcadores
inflamatdrios nos animais com doenca periodontal cronica é o de Zuo et al.**, o
qual revelou que as concentracdes séricas de PCR e TNF-a estavam mais
elevadas no grupo com periodontite. No presente estudo, 0 grupo com
periodontite induzida também apresentou uma expressdao de TNF-a aumentada
nas amostras penianas, sugerindo-se entdao, que essas concentracdes
aumentadas possam contribuir para a disfungao endotelial (Tabela 4).

Dessa forma, a doenca periodontal pode, direta ou indiretamente, inibir a
expressao e atividade da eNOS pela produgao de citocinas, como TNF-a e IL-6.
Isso pode ser confirmado pelo estudo de Zuo et al.**, na qual a periodontite
induzida experimentalmente, resultou na erecdo peniana prejudicada e
diminuicdo da expressao proteica da eNOS nos corpos cavernosos dos ratos. De
forma similar, o estudo de Andrukhov et al.’®> demonstrou que pacientes com
periodontite apresentaram concentracdao significativamente mais baixas de
metabdlitos do NO em comparacdao com o grupo controle e concluiu que a
producao de NO estava reduzida em pacientes com periodontite, especialmente
na populacdo masculina. Os autores® sugeriram que esta diminuicdo do NO no
género masculino poderia explicar a associacdo entre a periodontite e a
disfuncdo erétil. Com base nesses estudos,’*?> aventa-se a hipdtese que a
periodontite, conhecida por induzir a disfuncdo endotelial, cause disfungao erétil
por diminuir a atividade da enzima 6xido nitrico sintetase nos corpos cavernosos,
0 que resulta na reducao da producao de NO e consequente diminuicao da
atividade do cGMP, inibindo assim o relaxamento dependente do endotélio do
musculo liso do corpo cavernoso.

Este estudo avaliou, ainda, o efeito da periodontite sobre a estrutura do
pénis. A erecdo do pénis € um fenbmeno neurovascular que envolve aumento do
influxo arterial, relaxamento do musculo liso subendotelial e diminuicdo da
efusao de sangue dos espacos vasculares (veno-oclusdo dos espagos
cavernosos). Qualquer alteracdo desses componentes hemodindmicos ou da
interacdo da via nervosa pode causar disfungdo erétil*®. Na andlise morfoldgica
realizada, pode-se constatar que a alteracao estrutural mais marcante no grupo
experimental foi vascular, com espessamento da parede e concomitante
diminuicdao da area luminal das artérias dorsais do pénis (Tabela 5) logo, sugere-
se que possa haver um aumento da resisténcia a saida de sangue da artéria, o
gue causa isquemia tecidual local e fibrose, prejudicando a funcdo erétil por
interferir na veno-oclusdo. Villalba et al.?” observaram alteracbes estruturais e
funcionais em artérias penianas de ratos Zucker obesos, nas quais ocorreram
espessamento da tunica média e diminuicdo do didmetro das artérias penianas, o
que sugere remodelacdo vascular interna; nestes animais, também foram
relatadas alteragbes funcionais, tais como reatividade vascular anormal e
disfuncdo endotelial. Segundo estes autores®’, alteragdes estruturais nas artérias
penianas podem explicar a disfuncao erétil relatada em ratos Zucker obesos.

Além disso, a analise descritiva morfolégica do pénis, no grupo com
periodontite experimental do presente estudo, revelou que as trabéculas dos
Ccorpos cavernosos estavam aparentemente maiores e com espagos vasculares
mais estreitos (Tabela 5), o que possibilita inferir que estes espacos sejam
incapazes de reter sangue com consequente diminuicao do afluxo, essencial para
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elevar a pressdo no interior do pénis e causar a erecdo. Segundo Jiang et al.?®, a
hiperplasia da fibra colagena intersticial das trabéculas pode resultar na reducao
do contato célula a célula. Essa comunicacgao intercelular por meio deste contato
€ o principal modulador do ténus da musculatura lisa dos corpos cavernosos. A
sua diminuicdo pode restringir a liberagao de neurotransmissores que participam
da modulagao do ténus do musculo liso para causar o relaxamento sinusoidal e
desenvolvimento da erecao. Dessa forma, propde-se que 0s animais do grupo
experimental desse estudo possam apresentar alteracOes fisioldgicas nos
mecanismos de erecdao devido ao possivel aumento da matriz extracelular das
trabéculas dos corpos cavernosos (Figura 5B).

CONCLUSAO

Os resultados desse estudo forneceram evidéncias de que a doenca
periodontal pode estar associada com a disfuncdo erétil. Primeiramente, porque
0 grupo experimental apresentou maiores concentragdoes de IL-6 na gengiva e de
TNF-a no pénis e as concentragdes elevadas desses mediadores inflamatorios
podem induzir a disfungao endotelial e prejudicar a erecao. Em segundo lugar,
este estudo demonstrou alteracdes histopatoldgicas importantes no pénis de
ratos com periodontite induzida experimentalmente, como alteragdes funcionais
e estruturais nas artérias penianas que pode ter sido causada pela disfuncao
endotelial cronica promovida pela doenca periodontal, e uma menor area dos
espacos vasculares no grupo com ligadura, o que sugere diminuicao na pressao
intracavernosa, essencial para a erecao do pénis. Diante desse impacto que a
doenca periodontal pode provocar tanto na funcao erétil quanto na estrutura do
pénis, a prevencao desta doenca pode ser eficaz na redugao da incidéncia da
disfuncdo erétil.
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LEGENDAS DE FIGURAS

C - altura do epitélio da crista gengival

E - largura do epitélio bucal

H - altura do tecido conjuntivo na regido média
L - largura do tecido conjuntivo na regiao basal

Figura 1. Esquema da gengiva marginal do rato, mostrando os pontos de
referéncia usados para as medidas morfométricas do epitélio bucal, crista

epitelial e tecido conjuntivo.

Figura 2. Fotomicrografia representativa da organizacdo geral e da analise das
dimensdes, em seccao transversal, de pénis de rato. Sao indicados: VD,
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dimensao ventral-dorsal; LL, dimensdo l|atero-lateral; E, espaco vascular; A,
artéria dorsal do pénis; CE, corpo esponjoso; CC, corpo cavernoso. Hematoxilina
e Eosina, 40x.

-

EE

Figura 3. Fotomicrografias representativas de seccao sagital do primeiro molar
mandibular direito de um animal do grupo controle (A) e um animal do grupo
experimental (B). Sao indicados: EJ, epitélio juncional; ES, epitélio sulcular; EO,
epitélio oral; LP, ligamento periodontal; JCE, juncdao cemento-esmalte; TC, tecido
conjuntivo; CO, crista dssea alveolar. Hematoxilina e Eosina, 40x.

Figura 4. Fotomicrografia representativa das evidéncias de reabsorcdo 6ssea do
0sso alveolar mandibular que circunda o primeiro molar direito de um rato do
grupo experimental. OC, osteoclasto. Hematoxilina e Eosina, 400x.
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Figura 5. Fotomicrografias representativas de seccao transversal de pénis de um
animal do grupo controle (A) e um animal do grupo experimental (B). Sao
indicados: CE, corpo esponjoso; CC, corpo cavernoso; E, espaco vascular; T,
trabécula; Alb, tunica albuginea. Hematoxilina e Eosina, 100x.
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TABELAS

Tabela 1. Andlise histomorfométrica da gengiva da hemimandibula direita dos

ratos dos grupos estabelecidos. Os valores representam média + desvio padrao e
estao expressos em mm.

Grupos C E H L
0.0832
CONTROLE +0.0114 0.067 £0.0073 | 0.230 £0.0548 | 0.125 £0.033
EXPERIMENTA 0.1051 0.084 0.396
L +0.0186* +0.0130* £0.1249%* 0.228 +£0.067*

* Estatisticamente significante dentro do mesmo parametro, com p<0.05.
Tabela 2. Anadlise histomorfométrica da hemimandibula direita dos ratos dos

grupos

estabelecidos

para

quantificacgdo de osteoblastos,

ostedcitos e

osteoclastos. Os valores representam média + desvio padrao e estdo expressos

em unidades.

Grupos Osteoblastos Osteodcitos Osteoclastos
CONTROLE 10.600 £6.557 37.833 £11.570 0.033 +0.182
EXPERIMENTAL 10.333 +£6.249 25.633 £10.420* 0.800 £1.063*

* Estatisticamente significante dentro do mesmo parametro, com p<0.05.

Tabela 3. Analise histomorfométrica do primeiro molar inferior direito dos ratos
e analise radiografica do lado mesial do primeiro molar inferior esquerdo dos
ratos da distadncia juncdo cemento-esmalte até a crista dssea alveolar do grupo
controle e experimental. Os valores representam média + desvio padrao e estdo

expressos em mm para a analise histomorfométrica e em pixels para a andlise
radiografica.

Analise
Grupos Histomorfométrica Analise Radiografica
CONTROLE 0,690 +0,233 57.07 £9.67
EXPERIMENTAL 1.206 £0,620* 93.43 +£5.51%

* Estatisticamente significante dentro do mesmo parémetro, com p<0.05.

Tabela 4. Anadlise das concentragbes da citocina IL-6 nas amostras gengivais e
da citocina TNF-a nas amostras de pénis dos ratos no grupo controle e
experimental. Os valores representam média + desvio padrdo e estao expressos

em pg/ml.

Grupos Gengiva (IL-6) Pénis (TNF-a)
CONTROLE 26.56 £13.16 1.57 £0.40
EXPERIMENTAL 50.65 £20.92* 5.35 £0.32%*

* Estatisticamente significante dentro do mesmo parametro, com p<0.05.
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Tabela 5. Valores das dimensdes ventral-dorsal e latero-lateral de seccdes
transversais do pénis, da espessura da parede e area da artéria dorsal do pénis e
da area dos espacos vasculares dos corpos cavernosos. Os valores representam
média + desvio padrdo e estdo expressos em mm para dimensdes ventral-dorsal
e latero-lateral de seccdes transversais do pénis e da espessura da parede e em
mm? para area da artéria dorsal do pénis e area dos espacos vasculares dos

COrpos cavernosos, respectivamente.

. ~ . ~ Espessura z Z
Dimensao | Dimensao Area Area espacos
p da parede < -
Ventral- Latero- L - Arteria vasculares
Grupos da artéria
dorsal lateral dorsal Dorsal (corpos
(pénis) (pénis) (pénis) (pénis) cavernosos)
3.279 3.378 0,0169 0,007 0.0140
CONTROLE +0.8354 | +0.6365 +0,004 +0,0008 +0.0058
EXPERIMENT 2.845 3.079 0,0201 0,004 0.0071
AL +0.3984 +£0.1627 +0,004 * +0,0007* +0.0014 *

* Estatisticamente significante dentro do mesmo parametro, com p<0.05.
Sem o simbolo * os valores sdo estatisticamente semelhantes, com p>0.05.
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MANUSCRIPT CATEGORIES AND SPECIFIC FORMATS

Submissions to the Journal of Periodontology should be limited to one of the
categories defined below. Specific information regarding length and format is
provided for each category. Please also refer to the instructions provided under
Manuscript Submission, Preparation, and Format. All manuscripts will be reviewed by
the Editors for novelty, potential to extend knowledge, and relevance to clinicians and
researchers in the field. Some manuscripts will be returned without review, based on
the Editors’ judgment of the appropriateness of the manuscript for the Journal of
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Format
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Abstract
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Materials and Methods

This section lists the methods used in the study in sufficient detail so that other
investigators would be able to reproduce the research. When established methods
are used, the author need only refer to previously published reports; however, the
authors should provide brief descriptions of methods that are not well known or that
have been modified. Identify all drugs and chemicals used, including both generic
and, if necessary, proprietary names and doses. The populations for research
involving humans should be clearly defined and enrollment dates provided.

Results
Results should be presented in a logical sequence with reference to tables, figures,
and supplemental material as appropriate.

Discussion

New and possible important findings of the study should be emphasized, as well as
any conclusions that can be drawn. The Discussion should compare the present data
to previous findings. Limitations of the experimental methods should be indicated, as
should implications for future research. New hypotheses and clinical
recommendations are appropriate and should be clearly identified.
Recommendations, particularly clinical ones, may be included when appropriate.

MANUSCRIPT SUBMISSION, PREPARATION, AND FORMAT

The Journal of Periodontology accepts manuscript submissions online at:
http://mc.manuscriptcentral.com/jperio.

Authors should prepare manuscripts in accordance with both the instructions below
and the preceding instructions provided for each manuscript category.

Detailed instructions for online submission are described under “Web Uploading
Policies and Instructions.”

Inquiries regarding current submissions should be sent to: Managing Editor, Journal
of Periodontology, 737 North Michigan Avenue, Suite 800, Chicago, IL 60611-6660.
Telephone: 312/573-3224; e-mail: julie@perio.org.

SUBMISSION

Authorship

Individuals identified as authors must meet the following criteria established by the
International Committee of Medical Journal Editors: 1) substantial contributions to
conception and design, or acquisition of data, or analysis and interpretation of data;
2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content; and 3)
final approval of the version to be published.

Once the Journal has received a manuscript, any changes in authorship must be
faxed to the editorial office at 312/573-3225 (attn: Jerry Eberle, Editorial Coordinator)
or e-mailed to jerry@perio.org and must contain the signature of the author who has
been added or removed from the paper. Authors who are added must submit a
conflict of interest and financial disclosure form (described under “Acknowledgments
and Conflicts of Interest”).

Conflict of Interest and Financial Disclosure Forms
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A conflict of interest and financial disclosure form must be submitted for each author.
The form can be found on Scholar One Manuscripts
(http://mc.manuscriptcentral.com/jperio) in the upper right-hand corner under
“Instructions & Forms.” More information on conflicts of interest can be found under
“Conflicts of Interest” below.

PREPARATION

Style

Please follow the guidelines below when preparing the manuscript:

* Be sure to put the genus and species of an organism and journal names in the
reference section in italics.

* The Journal of Periodontology does not italicize common Latin terms such as in
vitro, in vivo, e.g., ori.e.

* Use a block style; do not tabulate or indentmaterial.

* Refer to the 4th edition of the Glossary of Periodontal Terms published by the
American Academy of Periodontology for preferred terminology.

* Authors are encouraged to use the disease classification as outlined in the Annals
of Periodontology, volume 4 (1999 International Work-shop for a Classification of
Periodontal Diseases and Conditions).

FORMAT

Manuscripts must be submitted in Microsoft Word.

Margins should be at least 1” on both sides and top and bottom. Materials should
appear in the following order:

Title Page

Abstract (or Introduction) and Key Words

Text

Footnotes

Acknowledgment(s)

References

Figure Legends

Tables

Figures should not be embedded in the manuscript. Please see the Journal of
Periodontology Digital Art Guidelines for more information on submitting your figures.
Authors should retain a copy of their manuscript for their own records.

TITLE PAGE

The title page should contain: 1) a concise but informative title; 2) first name, middle
initial, and last name of each author, with the highest academic degree and the
current institutional affiliation, including department, for each (please use footnote
symbols in the sequence *, T, 1, §, k, ¥, #, **, etc. to identify authors and their
corresponding institutions); 3) disclaimers, if any; 4) the name and address (including
fax number and e-mail) of the author(s) responsible for correspondence (please
indicate whether fax number and e-mail can be published); 5) word count and
number of figures and tables in the manuscript; 6) a short running title of no more
than 60 characters, including spaces; and 7) a one-sentence summary describing the
key finding(s) from the study.
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KEY WORDS
A maximum of six key words or short phrases, drawn from MeSH documentation, to
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TEXT
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be found on Scholar One Manuscripts (http://mc.manuscriptcentral.com/jperio) in the
upper right-hand corner under “Instructions & Forms.” The form should be completed
by each author and provided to the corresponding author. The corresponding author
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ANEXO C: APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagio
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

Parecer de Protocolo

O protocolo intitulado “Avaliagdo do efeito da obesidade induzida
pelo glutamato monossadico (MSG) sobre os tecidos periodontais de ratos
com doenga periodontal induzida por ligadura”, sob vossa coordenacao, foi

avaliado pelo CEUA como APROVADO para execucgao.
ATENCAO!

O Certificado Experimental deste Protocolo, somente sera emitido
apds o encerramento das atividades previstas e apds o encaminhamento
do Relatério Final ao CEUA. Este Parecer NAO tem valor como Certificado
Experimental.

Profa. Dra. LUGiana Oliveira de Farifia
Coordenadora do CEUA
Portaria n° 2861/2012-GRE



