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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da suplementacdo com caseina sobre o periodonto e 0sso
mandibular de ratos alimentados com dieta padrao e dieta de cafeteria. Material e
métodos: 24 ratos Wistar, divididos em quatro grupos experimentais: dieta normal
(DN), dieta normal com caseina (DNC), dieta de cafeteria (DC) e dieta de cafeteria
com caseina (DCC). Os grupos DNC e DCC receberam 2 mL de caseina micelar do
60° ao 90° dia. Aos 90 dias, os animais foram ortoeutanasiados e materiais foram
removidos para analise. Resultados: Verificou-se diferenca (p<0,0001) na adiposidade
entre os animais DN, DNC, DC e DCC. Houve diferenca para a dosagem do colesterol
HDL, que foi menor no grupo DCC (p<0,0196) e DCC com DN (p<0,0039). Nas
analises radiograficas, ndo houve diferenca em relacdo a densidade de pixels,
entretanto, houve diferenca no tamanho da porcéo anterior mandibular entre DCC e
DNC (p<0,0196) e DCC e DN (p<0,0039). Na histologia, observou-se reducao de
vasos sanguineos, tanto em osso alveolar (p=0,0033), osso da furca (p<0,0001) e
ligamento periodontal (p=0,0001) em DCC. Conclusdes: A dieta de cafeteria ndo
aumentou a inflamacéo no periodonto e reabsorcdo 0ssea alveolar, e a caseina nao
pareceu influenciar significativamente os parametros analisados. Outros estudos
devem ser conduzidos para o estabelecimento de estratégias terapéuticas para o
manejo da obesidade.

PALAVRAS-CHAVE: Dieta de cafeteria. Proteina lactea. Caseina. Reabsorcdo 6ssea
alveolar. Periodonto.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of casein supplementation on the periodontium and
mandibular bone of rats fed with standard diet and a cafeteria diet. Material and
methods: 24 Wistar rats, divided into four experimental groups: normal diet (ND),
normal diet with casein (NDC), cafeteria diet (CD) and cafeteria diet with casein (CDC).
The NDC and CDC groups received 2 Ml of micellar casein from the 60" to the 90"
day. At 90 days, the animals were ortho euthanized and materials were removed for
analysis. Results: There was a difference (p <0.0001) in the adiposity index between
animals DN, DNC, DC and DCC. There was a difference for the measurement of HDL
cholesterol, which was lower in the DCC group (p <0.0196) and DCC with DN (p
<0.0039). In the radiographic analyzes, there was no difference in relation to the pixel
density, however, there was a difference in the size of the mandibular anterior portion
between DCC and DNC (p <0.0196) and DCC and DN (p <0.0039). In histology, a
reduction in blood vessels was observed, both in alveolar bone (p = 0.0033), furcation
bone (p <0.0001) and periodontal ligament (p = 0.0001) in CDC. Conclusions: The
cafeteria diet did not increase inflammation in the periodontium and alveolar bone
resorption, and casein did not appear to significantly influence the analyzed
parameters. Further studies should be conducted to establish therapeutic strategies
for the management of obesity.

KEYWORDS: Cafeteria diet. Dairy protein. Casein. Alveolar resorption. Periodontium.



SUMARIO

L INTRODUGAO . ... e 08
2 OBJIETIVOS. ..o 10
2.1 OBIETIVO GERAL ...ttt e, 10
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.....vvi e, 10
BRESULTADOS . ...t 11

3.1 ARTIGO: AVALIACAO DA SUPLEMENTACAO COM CASEINA SOBRE O
PERIODONTO E OSSO MANDIBULAR DE RATOS ALIMENTADOS COM DIETA

PADRAOQ E DIETA DE CAFETERIA. ...t e 11
G 700 0 A 1 1 e o [T~ o 1A P 11
3.1.2 Material € MEtOAOS. ... cvuiii i 13
3.1.2.1 Animais de COMItE 08 ELICA...........ecveeieeeeeeeee et 13
3.1.2.2 Dieta padréo, dieta de cafeteria e desenho experimental.............cccccceeverenen. 13
3.1.2.3 Avaliacao da obesidade...........cccooiiiiiiii i 15
3.1.2.4 ANAlISES radiOografiCas.......cccoieeiiie e e 16
3.1.2.5 AnAliSES NiSIOIOQICAS. .. .. iei i e e e e e e e e e e e e e e e 16
3.1.2.6 ANAIISES ESTALISTICAS. .. .uuuuirriiriiiieiie e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e ens 18
.13 RESURAAOS. ... 18
.14 DISCUSSAO0. ... ettt ittt ettt e ettt 24
N S O] T 11 1o 1L T 27
REFERENCIAS. ...ttt ettt 28
4 CONCLUSOES. ... ..ecttttittit ettt e e e e e 32
REFERENCIAS. ..ottt ettt es et ee e es 33

ANEXO A — CARTA DE APROVACAO DA CEUA ..ot 36



1 INTRODUCAO

A obesidade ¢é definida como uma doenca inflamatéria cronica, caracterizada
pelo acimulo anormal ou excessivo de gordura corporal, que frequentemente causa
prejuizo aos diferentes sistemas bioldgicos (OMS, 2000). Dados epidemiolégicos
demonstram a alta prevaléncia da obesidade tanto na populacdo adulta como na
populacédo infantil, sendo que esta doenca € considerada uma epidemia desde 1997
pela Organizacdo Mundial da Saude (CABALLERO, 2007). Desde entdo, a
prevaléncia vem aumentando progressivamente, sendo que no inicio do século XXI,
pela primeira vez na histéria da humanidade, o nUmero de pessoas com excesso de
peso superou o numero de individuos com baixo peso, tanto nos paises desenvolvidos
como nos paises em desenvolvimento (GARDNET et al., 2000). Em 2016, a proporcgéo
de obesidade no mundo chegou a 13,3%, o equivalente a 672 milhGes de adultos, e
124 milhdes de criancas e adolescentes (FAO, 2019). A projecao para 2025 aponta
gue havera mais de 2 bilhées de adultos acima do peso em todo o mundo, sendo 700
milhdes obesos. Para a populacao infantil, essa projecéo é de 75 milhdes (MS, 2020).

A obesidade é uma doenca multifatorial, sendo também considerada como
fator de risco para outras morbidades, como hipertensao arterial sistémica, diabetes
mellitus tipos 2, dislipidemias, sindrome metabdlica, além de propiciar o acometimento
de danos osteoarticulares decorrentes do excesso de peso corporal (BRASIL, 2014;
CANELLA et al., 2015; DIAS et al., 2017). Dentre estas alteracdes, as da homeostase
do tecido 6sseo também vém sendo descritas. Embora ainda ndo totalmente
esclarecidas, as vias pelas quais a obesidade interfere na homeostase do tecido
0sseo envolvem o aumento na expressao de citocinas pro-inflamatérias como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas 1b e 6, leptina, via RANKL/RANK/OPG,
metabolismo do calcio, vitamina D e K (ARITA et al., 1999; KHOSLA et al., 2001;
OSHIMA et al., 2005).

A expressdao exacerbada de mediadores pro-inflamatérios e
osteoclastogénicos como IL-1b, TNF-a, IL-6 e RANKL. Esta desregulacéo na resposta
€ capaz de induzir, e ndo somente agravar, doencas periodontais (CLAUDINO et al.,
2007; CLAUDINO et al., 2012; CHAPPLE; GENCO, 2013; PRESHAW; BISSETT,
2013). Neste sentido, autores sugerem que a inflamacao cronica sistémica advinda
da obesidade e de suas comorbidades relacionadas pode agravar ou, até mesmo,

desencadear doencas em sitios especificos, como as doencas periodontais



(ARBOLEDA et al., 2019). De fato, estudos prévios demonstraram a associacao da
obesidade com aumento da reabsorcdo 0ssea alveolar e com a resisténcia insulinica
(SU el al., 2013; NAZIR, 2017).

Como estratégia para minimizar os efeitos deletérios da obesidade, medidas
como prética de atividades fisicas e alimentacdo balanceada tem sido largamente
indicadas. De modo complementar, a utilizacdo de suplementos alimentares também
vem sendo utilizada empiricamente, objetivando o emagrecimento. Entretanto, ha
divergéncias na literatura disponivel acerca dos efeitos da caseina na obesidade.
Lillefosse e colaboradores (2013) demonstrou que a caseina hidrolisada reduziu a
obesidade induzida por dieta em ratos, e esses resultados sdo compativeis com outros
estudos (SCHOEMAKER et al.,, 2017). CHIA e colaboradores (2018), entretanto,
observaram que a caseina fracdo Al pode modificar o metabolismo da glicose e
induzir o acometimento da diabetes tipo 1, as vezes o efeito aparecendo em geracdes
futuras.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo com
caseina sobre os parametros somatomeétricos e valores de pixel da hemimandibulas
de ratos alimentados com dieta padrdo e dieta de cafeteria, e 0s possiveis efeitos
desta suplementacédo no ligamento periodontal, no osso alveolar e no tecido 6sseo
presente na regido de furca. Também foram analisados o peso corporal, indice de

adiposidade, indice de Lee e perfil bioquimico no soro destes animais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementagdo com caseina sobre os parametros
somatométricos e valores de pixel da hemimandibulas de ratos alimentados com dieta
padréo e dieta de cafeteria, e 0s possiveis efeitos desta suplementacéo no ligamento
periodontal, no 0sso alveolar e no tecido 6sseo presente na regido de furca.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da suplementacédo com caseina sobre o0 peso corporal, adiposidade
e indice de Lee de ratos alimentados com dieta padréo e dieta de cafeteria;

- Quantificar parametros bioquimicos (colesterol total, colesterol HDL, triglicerideos,
glicemia, transaminase oxaloacética, transaminase piravica) no soro de ratos
alimentados com dieta padrdo e dieta de cafeteria e suplementados com caseina;

- Avaliar o efeito da suplementacdo com caseina sobre os parametros somatomeétricos
e valores de pixel em hemimandibulas de ratos alimentados com dieta padrao e dieta
de cafeteria por meio de analises radiograficas.

- Avaliar o efeito da suplementacdo com caseina sobre o ligamento periodontal de
ratos alimentados com dieta padrdo e dieta de cafeteria por meio de analises
histoldgicas.

- Avaliar o efeito da suplementacdo com caseina sobre o osso alveolar e o tecido
0sseo da regido de furca de ratos alimentados com dieta padrao e dieta de cafeteria

por meio de analises histoldgicas.
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3 RESULTADOS

3.1 ARTIGO: AVALIACAO DA SUPLEMENTACAO COM CASEINA SOBRE O
PERIODONTO E OSSO MANDIBULAR DE RATOS ALIMENTADOS COM DIETA
PADRAO E DIETA DE CAFETERIA

3.1.1 Introducéo

A obesidade é uma doenca inflamatéria cronica de longa duracao e carater
progressivo. S&o muitos os fatores que levam o individuo a se tornar obeso, e a mais
comum €é a ingesta alimentar excessiva, com alimentos hipercaléricos e
ultraprocessados. Se esse comportamento € continuo, forma-se cada vez mais tecido
adiposo no organismo?. A obesidade é um problema de saude publica a nivel mundial
atualmente, ja que € precursora de diversas outras comorbidades, como doencas
cardiovasculares, endocrinolégicas e osteo metabdlicas?3“. Embora a relagdo entre a
obesidade e o metabolismo 6sseo ainda néo seja totalmente elucidada, nas ultimas
décadas estudos tém demonstrado relacdo entre obesidade, osteopenia e
osteoporose®®,

Hipotetizava-se que a obesidade teria um efeito protetor 6sseo, devido a maior
pressdo sobre essa estrutura, além da protecdo fisica proporcionada pelo tecido
adiposo em possiveis quedas’®°1°, Porém, essas premissas se mostraram cada vez
mais contraditérias ao longo do tempo, ja que as observacdes clinicas e diversos
estudos tém demonstrado que pacientes obesos frequentemente apresentam
osteopenia/ osteoporose e risco aumentado de fraturas em alguns sitios especificos,
como tornozelo e Umero®112, Sawin3 e colaboradores (2016) verificaram que uma
alimentacao hiper lipidica em camundongos fémeas aumenta a mineralizacdo do
0sso, mas afeta negativamente sua qualidade, resultando em ossos fracos e
guebradicos, aumentando o risco de fraturas.

Os mecanismos propostos para explicar os efeitos deletérios da obesidade no
tecido O6sseo sdo: a) quanto maior a proliferacdo do tecido adiposo, menos
osteoblastos se formam na medula 6ssea, uma vez que eles sédo oriundos de uma
célula-tronco mesenquimal multipotente comum; b) devido ao fato do maior nimero
de citocinas pro-inflamatorias circulantes, pode haver a modulagéo das vias ligadas

ao remodelamento 6sseo, gerando maior reabsor¢cdo pela maior ativacado
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osteoclastica; ¢) mutacdo do gene da proteina da obesidade e de massa de gordura
associada — FTO (alpha-ketoglutarate-dependente dioxigenase), levando a ganho de
peso e fragilidade 6ssea; e d) aumento do metabolismo e senescéncia acelerada em
células-tronco estromais'#1516.17,

O tecido adiposo contribui para integridade esquelética possivelmente devido
a secrecao de varias adipocinas, as quais influenciam a remodelacdo 6ssea. Da
mesma forma, o tecido 6sseo também desempenha fungcdo regulatéria no peso
corporal e homeostase da glicose através da osteocalcina e osteopontina. Embora os
mecanismos ainda nao estejam totalmente elucidados, o tecido adiposo e o
esquelético possuem um eixo de regulacédo entre si®1819,

E bem estabelecido que doencas sistémicas tém impacto em sitios
especificos do organismo, como, por exemplo, na cavidade bucal. Na obesidade ja
instalada, sindrome metabdlica, diabetes mellitus, entre outras, ocorre o
acometimento ou agravamento de doencas bucais pré-existentes, com aumento da
reabsorcdo 6ssea alveolar, diminuicdo da densidade mineral 0ssea e prejuizo na
estrutura éssea trabecular. Essas alteracfes impactam diretamente a remodelacao
dos 0sso0s?02%,

O consumo de suplementos alimentares para fins de emagrecimento
movimenta bilhdes de ddlares ao ano?2. Dentre estes suplementos, fracdes proteicas
do leite, como whey protein e a caseina sdo utilizadas, muitas vezes de forma
empirica. Especificamente a respeito da caseina, a premissa € que, devido a sua lenta
digestdo e absorcdo, haveria aumento da saciedade por periodos prolongados, e
assim, menor ganho ponderal?. Entretanto, ha divergéncias na literatura disponivel
acerca dos efeitos da caseina na obesidade. Lillefosse?* e colaboradores (2013)
demonstrou que a caseina hidrolisada reduziu a obesidade induzida por dieta em
ratos, e esses resultados sdo compativeis com outros estudos?. CHIA% e
colaboradores (2018), entretanto, observaram que a caseina fracdo Al pode modificar
0 metabolismo da glicose e induzir o acometimento da diabetes tipo 1, as vezes o
efeito aparecendo em geracdes futuras.

A respeito da influéncia destes suplementos lacteos no metabolismo 6sseo,
Fried?’ e colaboradores (2012) conduziram um estudo com ratos no qual observaram
gue a ingestédo de leite desnatado em pé enriguecido com 2,4% de calcio, por oito
semanas, melhorou a estrutura 6ssea trabecular, em relacdo aos ratos que receberam

caseina ou whey protein. Resultados semelhantes haviam sido encontrados por Eller



13

e Reimer?® (2010), nos mesmos parametros. Entretanto, um recente estudo concluiu
que ratos alimentados com leite de soja tiveram melhor qualidade 6ssea, em relagédo
a ratos que ingeriram caseina®.

Levando-se em consideracdo a escassez de estudos sobre o tema os
resultados contraditérios apresentados, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
suplementacdo com caseina sobre o peso corporal, indice de adiposidade, indice de
Lee e perfil bioquimico no soro de ratos alimentados com dieta padréo e dieta de
cafeteria. Também foram verificados parametros somatométricos e valores de pixel
da hemimandibulas, e os possiveis efeitos desta suplementacdo no ligamento

periodontal, no 0sso alveolar e no tecido 6sseo presente na regiao de furca.

3.1.2 Material e métodos

3.1.2.1 Animais e Comité de Etica

Para este estudo foram utilizados 24 ratos, 12 machos e 12 fémeas, da
linhagem Wistar (Rattus norvergicus), com 21 dias de vida. Os animais foram mantidos
no Nudcleo Avancado de Estudos da Vida (NAEVI-UEPG) em caixas para roedores,
com cama de maravalha, em condi¢cdes de temperatura controlada de 21 + 2°C, com
luminosidade em ciclo claro/escuro de 12 horas, alimentados com racdo comercial
balanceada e agua potavel ad libitum.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacéo Animal
(CEUA) da UEPG, processo n°® 7707/2018. Foram utilizadas todas as medidas para
manter o bem-estar animal e minimizar dor e desconforto dos animais, de acordo com
a Lein®11.794, de 08 de outubro de 2008; e Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009.

3.1.2.2 Dieta padrao, dieta de cafeteria e desenho experimental

Os animais do grupo controle foram alimentados ad libitum com agua potavel e
dieta padrdo NUVILAB-CR1 (Nuvital - Colombo/PR, Brasil). Aos 30 dias de vida, os
animais foram divididos em dois grupos experimentais: grupo dieta normal (6 machos
e 6 fémeas) e grupo dieta de cafeteria (6 machos e 6 fémeas). Entéo, a partir do 60°

dia, os grupos foram subdivididos, resultando em quatro grupos: grupo dieta normal
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sem suplementacdo de caseina (DN); grupo dieta normal com suplementacdo de
caseina (DNC); grupo dieta de cafeteria sem suplementagéo de caseina (DC); grupo
dieta de cafeteria com suplementacao de caseina (DCC).

A dieta de cafeteria foi ofertada ad libitum diariamente ao grupo DC e DCC, a
partir do 30° dia de vida. Os itens que compdem a dieta foram agrupados em trés
combinacdes distintas ofertadas alternadamente (A, B, C — tabela 1). A dieta A era
oferecida as segundas-feiras, a dieta B as quartas-feiras e a dieta C as sextas-feiras,
compostas por alimentos frescos, refrigerante de cola, racdo padrdo e agua. O
cardapio de alimentos hipercal6ricos para compor este modelo de dieta de cafeteria

tem base nos trabalhos de DIDEK®° e colaboradores (2019).

CARDAPIO A
ALIMENTO Qtd Kcall/g Carboidrato Proteina Lipidios Sadio
(9) (9) (9) (9) (mg)
Racéo padréo 1 2,95 0,55 0,22 0,04 0,00
Salgadinho sabor queijo 1 3,92 0,72 0,08 0,09 12,3
Bolacha wafer de 1 5,56 0,63 0,03 0,51 0,76
chocolate
Refrigerante de cola 1 0,42 0,11 0,00 0,00 0,05
CARDAPIO B
Racéo padréo 1 2,95 0,55 0,22 0,04 0,00
Marshmallow 1 3,35 0,82 0,04 0,00 0,25
Apresuntado 1 1,85 0,07 0,13 0,16 11,7
Refrigerante de cola 1 0,42 0,11 0,00 0,00 0,05
CARDAPIO C
Racao padréo 1 2,95 0,55 0,22 0,04 0,00
Salgadinho sabor bacon 1 5,08 0,521 0,08 0,29 6,40
Bolacha maria 1 4,30 0,73 0,07 0,12 4,33
Refrigerante 1 0,42 0,11 0,00 0,00 0,05

Tabela 1 - Cardapio oferecido aos ratos pertencentes aos grupos “dieta de cafeteria” (DNC e DCC)
(DIDEK®° et al., 2019).

Aos 60 dias de vida, os grupos DNC e DCC iniciaram a suplementacao por 30
dias com caseina micelar pelo método de gavagem. Foi escolhido esse periodo de
suplementacao pois a partir do 60° dia de vida os animais ja sdo considerados adultos
jovens, e nédo foi objetivo do presente estudo verificar a influéncia da suplementacao

de caseina na infancia. A caseina utilizada foi Gold Standart 100% Casein da marca
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comercial Optimum Nutrition. A dose administrada, via gavagem, foi calculada
levando-se em consideracdo a dose usualmente utilizada por humanos (30 a 35
gramas/dia), proporcionalmente extrapolada conforme o metabolismo dos animais.
Assim, foram administrados 0,3 gramas de caseina em 2 mL de agua, para cada
animal, uma vez ao dia, no periodo da manh&, sempre no mesmo horario. Os animais
que ndo receberam caseina, receberam 2 mL de soro fisiolégico via gavagem
(controle negativo). A escolha do periodo da manha foi feita considerando o hébito
noturno dos roedores, ja que a caseina € uma proteina de absor¢ao lenta e deve ser
administrada preferencialmente antes do sono.

Entdo, aos 90 dias de vida, os animais foram pesados e submetidos a
ortoeutanasia por decapitacdo e remocdo de materiais para analises post-mortem
(gorduras, sangue e hemimandibulas). As gorduras mesentérica, perigonadal e
retroperitoneal foram removidas, lavadas com solu¢éo salina tamponada com fosfato
(PBS) e pesadas em balanca digital de precisdo analitica (Quimis, modelo Q-
500L210C).

3.1.2.3 Avaliacado da obesidade

O indice de adiposidade (IA) post-mortem foi calculado utilizando a formula: IA
= [gordura corporal/peso corporal] x 100. A gordura corporal (g) foi calculada pela
soma dos seguintes constituintes do tecido adiposo: gordura perigonadal + gordura
retroperitoneal + gordura mesentéricas?.

O sangue coletado (2 mL) foi destinado a exames laboratoriais. ApOs a coleta
do sangue total em tubo gel ativador de cdéagulo (Vacuplast - Cotia/SP) foi centrifugado
a 3.000 RPM por 10 minutos em centrifuga Celm LS-3 plus, para as seguintes
dosagens: a) glicemia b) triglicerideos d) colesterol total, e colesterol HDL,
transaminases (TGO/TGP). Estes exames foram realizados pelo método enzimético
colorimétrico no analisador bioquimico CT300i Wiener. As dosagens foram realizadas
com reagentes da marca (Wiener Lab, Rosério, Argentina).

Foi medido o comprimento naso-anal (cm) e peso do animal (g) para célculo do
indice de Lee (valor preditivo de obesidade em roedores)32, de acordo com a equacao:

indice de Lee ={¥/[Massa corporal (g)}/[Comprimento nasoanal (cm)]}x 1000.
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3.1.2.4 Analises radiogréficas

As hemimandibulas foram dissecadas e fixadas em formol a 10% durante 24
horas, expostas durante 12 horas a solucao de peréxido de hidrogénio 3%, seguido
pela remocao mecénica dos tecidos moles remanescentes. As mandibulas foram
submetidas a analise radiografica por meio de um aparelho digital (Sensor para
radiografia digital, Micro Imagem, EVO/FIT, Indaiatuba, Brasil). Para a analise
radiografica, cada hemimandibula foi posicionada paralelamente sobre o filme
radiografico com uma distancia focal de 10 cm do cilindro do equipamento
radiografico. O tempo de exposicdo foi definido em 0,50 segundos. As medidas
somatométricas foram analisadas por meio do programa ImageJ (Wayne Rasband do
Research Services Branch, Bethesda, Estados Unidos), sendo elas: altura anterior
(tracado 1), altura posterior (tracado 2), comprimento anterior (tracado 3),
comprimento posterior (tracado 4) angulo gonial (de 5-7/ plano mandibular) e area
liguida (area da mandibula menos a regido de sulco). A analise dos valores de pixels,
referente a escala de cinza, foi avaliada em 10 pontos distribuidos, nomeados de P1
a P10, em duas regides da hemimandibula®*?34. Tanto as medidas somatométricas

guanto os pontos de analise de pixels estéo ilustrados na figura 1.

3.1.2.5 Analises histoldgicas

Para as andlises histoldgicas, foi feita a dissec¢do e remogdo mecéanica dos

tecidos moles das hemimandibulas. Em seguida, foram fixadas em formol a 10%
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durante 24 horas, e descalcificadas em acido etilenodiamino tetraacético (EDTA) a
9%, sob agitacdo constante até a completa desmineralizacdo. O material foi
processado em um histotécnico de sistema semi-fechado (Leica Microsystems,
Buffalo Grove, Estados Unidos) onde passou pelas etapas de desidratagéo,
diafanizacdo e impregnacgédo de parafina®®. As amostras foram entdo posicionadas
num plano coronal e incluidas em blocos de parafina. Foram realizados cortes sagitais
de cinco micrdometros, seguido pela desparafinizagdo, hidratacdo, coloracdo em
hematoxilina e eosina (HE), desidratacdo e montagem. Em cada lamina, foram
fotografadas cerca de 23 areas com ampliacdo de 200x em trés regides distintas: 0sso
alveolar, ligamento e osso da furca®® por meio da plataforma Olympus CellSens
(CellSens Software 1.6, Toquio, Japao). Para analise do ligamento periodontal, foram
visualizados 13 campos, contemplando todo espaco ocupado pelo ligamento
periodontal - iniciando imediatamente acima da crista 0ssea do 0sso alveolar,
seguindo até a proximidade com o apice radicular. Para analise da regido do 0sso
alveolar, foram escolhidos 5 campos sequenciais a partir da crista 6¢ssea, e para a
regido do osso da furca, também foram selecionados 5 campos. As imagens obtidas
foram analisadas com o auxilio do programa ImageJ (National Institute of Mental
Health-Bethesda, Maryland, Estados Unidos) visando a identificacdo e quantificacao
das estruturas. Utilizou-se o plugin “Grid” que seccionada as imagens em 80 pontos
equidistantes e as contagens foram realizadas com auxilio do plugin “Point tool”, onde
cada estrutura era marcada e contada exatamente nestes pontos de intersecc¢des para
todos os campos. Para obtencdo dos percentuais, o total das contagens desses 80
pontos foi transformado em 100%, e, de posse dessas informacfes para cada campo
e regido, os dados foram plotados em uma planilha (Windows Excel, Microsoft,

Redmond, WA, Estados Unidos) para andlise estatistica.

REGIAO DAS CAMPOS

) N CARACTERISTICAS DA REGIAO
HEMIMANDIBULAS (AMPLIACAO 200X)

Fibras colagenas, fibroblastos, células

Ligamento periodontal 13 campos ) . i
inflamatdrias, vasos sanguineos
Matriz Gssea, ostedcitos, vasos sanguineos,
Osso alveolar 5 campos i ] .
células inflamatérias
Matriz Gssea, ostedcitos, vasos sanguineos,
Osso da furca 5 campos

medula 6ssea e células inflamatérias

Tabela 2 — Regides das hemimandibulas e suas caracteristicas avaliadas. Fonte: a autora.
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3.1.2.6 Anélises estatisticas

A partir dos dados obtidos, realizou-se um célculo de poder amostral a
posteriori e, para a expectativa de sucesso de 20%, o poder da amostra utilizada no
presente estudo foi de 50%.

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados
que apresentaram distribuicdo normal foram submetidos aos testes paramétricos
(One-way ANOVA e teste de Tukey). Os dados que ndo apresentaram distribuicéo
normal foram submetidos a testes ndo paramétricos (One-way ANOVA e teste de
Kruskal-Wallis). Todas as analises foram realizadas no software Graphpad Prisma
Versao 8.0.1, com um nivel de significancia estabelecido em 95%, os dados
apresentados sdo a meédia mais ou menos o desvio padrdo médio. Foram

considerados valores estatisticamente significativos p<0,05.

3.1.3 Resultados

N&o houve diferenca estatistica no peso e no indice de Lee dos quatro grupos
experimentais, entretanto houve diferenca significativa no indice de adiposidade entre
os grupos DN e DC, DN e DCC, DNC e DC e DNC e DCC (p<0,0001), com aumento
expressivo de tecido adiposo nos grupos tratados com dieta de cafeteria. A
intervencdo com caseina nao resultou em diferenca estatisticamente significativa (DN
em relacdo a DNC, e DC em relacédo a DCC). A figura 2 mostra os gréaficos dos pesos,

indice de adiposidade e indice de Lee dos quatro grupos experimentais analisados
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Figura 2 — Avaliacéo do peso (A), adiposidade (B) e indice de Lee (C) nos grupos DN, DNC, DC e DCC.
Aumento na adiposidade DN e DC (p=0,0001), DN e DCC (p=0,0001), DNC e DC (p=0,0001) e DNC e
DCC (p=0,0001).

N&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos nos testes bioquimicos
realizados (colesterol total, triglicerideos, glicemia, transaminase oxaloacética,
transaminase piravica), exceto para o colesterol HDL, que apresentou diferenca
significativa entre os grupos DN e DCC (p<0,0092), com reducao do valor para o grupo
da dieta de cafeteria suplementado com caseina. As analises soroldgicas realizadas

estdo esquematizadas na figura 3.
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Figura 3 — Analises soroldgicas. Grafico A = colesterol total (mg/dL); grafico B = colesterol HDL (mg/dL)
— diferenca significativa DN e DCC (p=0,0092); gréafico C = triglicerideos (mg/dL); grafico D = glicemia
(mg/dL); gréfico E = transaminase oxaloacética - TGO (mg/dL); grafico F = transaminase pirtvica - TGP
(mg/dL).
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Para as andlises das medidas somatométricas mandibulares, verificou-se
reducdo da altura anterior (tracado 1) nos grupos tratados com dieta de cafeteria,
tendo diferenca estatistica entre os grupos DCC com DNC (p<0,0196) e DCC com DN
(p<0,0039) (figura 4).

A B
- 209 o~ 304
© ©
Q (&) el
£ 154 £ 48 - T
N . NG X —
E £ 204 X
2 E 2 ‘é‘ o:o:
o © OO
@ e XX
© © ! 0:0:
.-E 05- .E i :.:‘
g g 0.5 .:.0
)
= E 55
0.0- 00— T .‘l‘. T
DN DN DNC DC DCC
C D
o 4.0q <« 50~
s - ®
£ = l S 40 — —
] 3.0 CK 5 :0:0
£ (8% XX
O —~ 2.5 805¢8 E XX
- S )
EET 5 EE =
w 1.5-' :o:o 8 20- 0:0
S 1.0 e o oo
5 XX T 10- XA
L 0.5 5¢%¢ g 0:0.
E 0:0: E 0.0
0.0- : ; ; il ke ]
DN DNC DC DCC DN DNC DC DCC
E F
w67 o 80q
S I T £ ™
g % 60+
§ 41 g Eso— —
® £ ®
£ é 3 gé40—
@ L, & 30
3 § 204
g 14 g 10-
=
= 0- T T 0-
DN DNC DCC DN DNC DC DCC

Figura 4 - Medidas somatométricas. Grafico A = medida 1 (altura anterior) — diferenca significativa DN
e DCC (p=0,0039) e DNC e DCC (p=0,0196); grafico B = medida 2 (altura posterior) ; grafico C = medida
3 (comprimento anterior); grafico D = medida 4 (comprimento posterior); grafico E = medida 5 (dngulo
goniaco); grafico F = medida 6 (area liquida da mandibula).
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Ainda sobre as andlises radiograficas, apds aplicacdo dos testes estatisticos,
verificou-se que nao houve diferenca significativa para nenhum dos dez pontos onde

mensurou-se a densidade de pixels nas radiografias (figura 5).
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Figura 5 — Valores de pixels (melhorar o titulo dos gréficos). Grafico A = ponto 1; gréfico B = ponto 2;
gréfico C = ponto 3; grafico D = ponto 4; gréfico E = ponto 5; grafico F = ponto 6; grafico G = ponto 7;
gréfico H = ponto 8; gréfico | = ponto 9; grafico J = ponto 10.

Nas analises histologicas realizadas, resultou em diferenca significativa no
0sso alveolar: matriz 6ssea aumentada em DCC, em relacédo a DN (p=0,0456) e DCC
em relacdo a DNC (p=0,0029); diminuicdo de ostedcitos em DCC, em relacdo a DNC

(p=0,0198); diminuicdo dos vasos sanguineos, de DN para DCC (p=0,0033) e DN para
DC (p=0,0003) (figura 6).
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Figura 6 — Densidade de volume no 0sso alveolar. Gréfico A = matriz éssea (%) — diferenca significativa
DN e DCC (p=0,0456) e DNC e DCC (p=0,0029); grafico B = ostedcitos (%) — diferenca significativa
DNC e DCC (p=0,0198); Gréfico C = vasos sanguineos (%) — diferenca significativa DN e DCC
(p=0,0033) e DN e DC (p=0,0003); e Grafico D = medula 6ssea.

No osso da furca, observou-se aumento significativo da matriz 6ssea de DN
para DC (p=0,0049) e DNC e DC (p=0,0047); e diminuicdo dos vasos sanguineos, de
DN para DC (p=<0,0001), DN para DCC (p=<0,0001), DNC para DC (p=0,0001) e
DNC para DCC (p=0,0002) (figura 7).
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Figura 7 — Densidade de volume no osso da furca. Grafico A = matriz éssea (%) — diferenca significativa
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DNC e DCC (p=0,0002); e Grafico D = células inflamatérias.
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No ligamento periodontal, observou-se apenas diferenca estatistica na
guantidade de vasos sanguineos, que se mostraram aumentados em DN, em relacédo
a DCC (p=0,0001) e DN e DNC (p=0,0062) (figura 8).
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Figura 8 — Densidade de volume no ligamento periodontal. Grafico A = fibras colagenas (%); grafico B
= fibroblastos (%); Grafico C = células inflamatérias (%); e Grafico D = vasos sanguineos — diferenca
significativa DN e DCC (p=0,0001) e DN e DNC (p=0,0062).

3.1.4 Discussao

Embora seja uma doenca prevenivel com a ado¢édo de bons habitos de vida,
como alimentacao natural e pratica de atividade fisica, a obesidade mundial triplicou
desde 1975. Trata-se de uma pandemia de grande relevancia na saude publica, por
estar correlacionada com doencas com altas taxas de morbimortalidade3’. Neste
contexto, a suplementacdo com caseina vem sendo utilizada, empiricamente, para
minimizar o ganho de peso devido ao aumento da saciedade®, j4 que a ingesta
energética excessiva € o fator mais relevante na instalagdo da obesidade.

Os efeitos da caseina no metabolismo 6sseo em animais induzidos a

obesidade s&o parcialmente conhecidos, e nao h& homogeneidade nos
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resultados?”?82%, Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacéo
com caseina sobre os parametros somatométricos e valores de pixel da
hemimandibulas de ratos alimentados com dieta padrdo e dieta de cafeteria. Avaliou-
se também os possiveis efeitos desta suplementacdo no ligamento periodontal, no
0sso alveolar e no tecido 6sseo presente na regido de furca.

A pesquisa na area de obesidade envolve o uso de modelos animais para
facilitar o entendimento de processos bioldgicos envolvidos nas doencas, e o potencial
das terapias novas e ja existentes. Os roedores compartilham grande similaridade e
equivaléncia genémica com humanos®°. Nestes estudos, os modelos obesogénicos
com oferta de dietas ricas em carboidratos e gorduras séo simples e 0s que mais se
assemelham a realidade da instalacdo da obesidade em humanos, sendo melhores
do que a utilizacdo de animais geneticamente modificados. Assim, sdo considerados
melhor escolha para anélise de estratégias terapéuticas*. Particularmente a “dieta de
cafeteria” condiz mais fidedignamente a situagdo humana, pois nestas os animais tém
acesso a produtos contemporaneos'.

Dos resultados obtidos neste estudo, ndo houve diferenca significativa no peso
e indice de Lee dos animais que receberam dieta normal, balanceada e prépria para
roedores, e 0s animais que receberam a dieta de cafeteria. Entretanto, houve aumento
expressivo da adiposidade entre esses grupos. Ja que a obesidade € uma doenca de
instalacdo gradual e progressiva, e o fato de os animais estarem expostos a
alimentacao obesogénica e ultraprocessada reproduz o contexto alimentar de grande
parte da populacédo, e por isso € um modelo experimental adequado para tentar
reproduzir a realidade humana atual*?.

Neste trabalho, utilizou-se analises radiograficas para verificar o metabolismo
0sseo, tanto em relacdo as dimensfes (somatometria) quanto a densidade (valores
de pixels). Dos resultados obtidos, verificou-se que a porcao anterior da mandibula foi
maior no grupo que recebeu dieta padrédo, em relacédo ao grupo que recebeu dieta de
cafeteria). Ja que essa regido mandibular é a mais utilizada pelos roedores no
processo alimentar, levantou-se a hipétese de que a dureza da racéo padrédo poderia
ter provocado uma maior reabsorcéo 6ssea. Conforme explica a Lei de Wolff, os ossos
sofrem remodelacéo éssea conforme séo utilizados. Essa relacdo entre remodelacéo
O0ssea e tensdo aplicada ao osso diz que um aumento na carga fara com que a
estrutura interna esponjosa se fortaleca, assim como a diminuicdo do estresse

aplicado no osso far4 com que ele enfraqueca®?.
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Quando a radiografia € exibida em uma tela, € organizada por linhas e colunas
de pixels. Cada pixel possui uma cor em uma escala de cinza, entre o preto e o branco.
Essa variagdo nos tons de cinza pode ser relacionada com a densidade mineral do
0sso0*3. Nas andlises de pixels do presente estudo, ndo houve diferenca estatistica
entre os pontos analisados. A auséncia de diferengca nos valores de pixel sugere
auséncia de variacao na densidade 0ssea, portanto. Contudo, a analise de pixel ndo
€ muito especifica e, por este motivo, pode ndo se tratar da andlise mais adequada
neste contexto*4.

A respeito das analises histolégicas, a suplementacdo com caseina resultou
em reducao na vascularizacdo do periodonto, tanto do osso alveolar, quanto do osso
da furca, quanto do ligamento periodontal. Os resultados obtidos sao contrarios ao
esperado, pois uma maior inflamacdo decorrente da obesidade geraria maior
guantidade de citocinas inflamatdrias circulantes, com maior vasculariza¢do. Estudo
realizado por Messer# e colaboradores (2019) demonstrou que ratos que receberam
dieta rica em acucar e caseina por 24 semanas tiveram resposta inflamatoria em
tecido periodontal sem qualquer intervencdo mecéanica. Outros estudos utilizaram
dieta rica em aglicar combinada com caseina para induzir periodontite em roedores?.
Possivelmente, o tempo de exposicdo a dieta obesogénica do presente estudo foi
menor do que 0 necessario, ja que a inflamacéo advinda da obesidade € baixa e os
animais eram adultos jovens, necessitando mais tempo para instalacdo da doenca.
Outra hipotese é que a caseina foi administrada via gavagem, sendo direcionada
diretamente no estdbmago do animal, diferente dos pallets utilizados nos estudos de
Messer de 201746 e 2019, Isso poderia ter minimizado a inflamacédo gengival nos
animais do presente estudo.

A respeito da utilizacdo da caseina em forma de suplemento como uma
estratégia para minimizar os impactos negativos da obesidade no organismo, Healy*’
e col. (2016) realizaram um estudo para verificar se a caseina hidrolisada teria o
potencial de minimizar a inflamacao decorrente da obesidade e resisténcia insulinica.
Quarenta camundongos machos de 30 dias de vida foram divididos em quatro grupos
experimentais: grupo dieta controle e 4gua pura; dieta controle e 4gua com caseina
hidrolisada; dieta hiperlipidica e &gua; dieta hiperlipidica e &gua com caseina
hidrolisada. O tratamento durou 12 semanas e os animais foram eutanasiados. Como
resultado, verificaram melhora da tolerancia glicémica nos ratos tratados com dieta

hiperlipidica e caseina, diminuicdo da secrecdo de citocinas pro-inflamatoérias e
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melhora da sinalizacao insulinica. A melhora do perfil inflamatério sistémico poderia
indicar menor impacto no metabolismo 6sseo de pacientes obesos. Entretanto, neste
estudo, ndo foram observadas diferencas com a utiliza¢éo da caseina.

Como limitac6es deste estudo, é possivel que o tempo de exposi¢cdo dos
animais a dieta de cafeteria tenha sido insuficiente para que a inflamacé&o advinda da
obesidade pudesse influenciar o tecido 6sseo mandibular, e os parametros soroldgico
analisados. O tempo de suplementacao de 30 dias com caseina, e o tipo de caseina
utilizado (micelar, e ndo o hidrolisado), podem ter influenciado no resultado. Além
disso, o método da gavagem restringiu 0 contato da caseina com a mucosa gengival,
diferente dos estudos citados anteriormente. O tempo de suplementacdo com
caseina, dos 60 aos 90 dias de vida do animal, foi escolhido levando-se em
consideracao que a partir do 60° dia o animal é considerado adulto. Optou-se por nao
avaliar a influéncia da caseina na infancia. Contudo, outros estudos dentro desta
tematica devem ser conduzidos para o estabelecimento de estratégias preventivas e

terapéuticas para o manejo das desordens resultantes da obesidade.

3.1.5 Conclusdes

A utilizacdo da caseina em forma de suplemento, como estratégia para
minimizar os impactos negativos da ingesta de uma dieta hipercaldrica e de baixa
gualidade nutricional, ndo foi efetiva para diminuir o acimulo de tecido adiposo nos
grupos que receberam dieta de cafeteria.

O grupo que recebeu dieta de cafeteria e mais suplementacdo com caseina
teve reducédo no valor do colesterol HDL, fato ndo observado nos outros grupos;

Nas andlises radiograficas, ndo houve diferenca significativa de valores de
pixels nos dez pontos analisados, entretanto houve menor reabsorcdo 6ssea na
porcédo anterior da mandibula no grupo dieta de cafeteria suplementado com caseina.

Nas andlises histologicas do periodonto, resultou em diferenca significativa no
0sso alveolar: matriz 6ssea aumentada em DCC, em relacéo a DN (p=0,0456) e DCC
em relacdo a DNC (p=0,0029); diminuicdo de ostedcitos em DCC, em relacdo a DNC
(p=0,0198); diminuicéo dos vasos sanguineos, de DN para DCC (p=0,0033) e DN para
DC (p=0,0003);

No osso da furca, observou-se aumento significativo da matriz 6ssea de DN

para DC (p=0,0049) e DNC e DC (p=0,0047); e diminui¢cdo dos vasos sanguineos, de
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DN para DC (p=<0,0001), DN para DCC (p=<0,0001), DNC para DC (p=0,0001) e
DNC para DCC (p=0,0002);

No ligamento periodontal, houve maior quantidade de vasos sanguineos em
DN, em relagéo a DCC (p=0,0001); e DN em relacdo a DNC (p=0,0062).
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4 CONCLUSOES

A utilizacdo da caseina em forma de suplemento, como estratégia para
minimizar os impactos negativos da ingesta de uma dieta hipercalorica e de baixa
qualidade nutricional, ndo foi efetiva para diminuir o acimulo de tecido adiposo nos
grupos que receberam dieta de cafeteria;

O grupo que recebeu dieta de cafeteria e mais suplementacdo com caseina
teve reducédo no valor do colesterol HDL, fato ndo observado nos outros grupos;

Nas analises radiograficas, ndo houve diferenca significativa de valores de
pixels nos dez pontos analisados, entretanto houve menor reabsor¢cdo 6ssea na
porcéao anterior da mandibula entre DCC e DNC (p<0,0196) e DCC e DN (p<0,0039);

Nas analises histologicas do periodonto, resultou em diferencga significativa no
0sso alveolar: matriz 6ssea aumentada em DCC, em relagéo a DN (p=0,0456) e DCC
em relacdo a DNC (p=0,0029); diminuicao de ostedcitos em DCC, em relacdo a DNC
(p=0,0198); diminuicédo dos vasos sanguineos, de DN para DCC (p=0,0033) e DN para
DC (p=0,0003);

No osso da furca, observou-se aumento significativo da matriz 6ssea de DN
para DC (p=0,0049) e DNC e DC (p=0,0047); e diminuicdo dos vasos sanguineos, de
DN para DC (p=<0,0001), DN para DCC (p=<0,0001), DNC para DC (p=0,0001) e
DNC para DCC (p=0,0002);

No ligamento periodontal, houve maior quantidade de vasos sanguineos em
DN, em relacédo a DCC (p=0,0001); e DN em relacdo a DNC (p=0,0062).



33

REFERENCIAS

ARBOLEDA, S., VARGAS, M., LOSADA, S., Pinto, A. Review of obesity and
periodontitis: an epidemiological view. British Dental Journal, v. 227, n. 3, p. 235-
239, ago. 2019.

ARITA, Y., KIHARA, S., OUCHI, N., TAKAHASHI, M., MAEDA, K., MIYAGAWA, J.
Paradoxical decrease of an adipose-specific protein, adiponectin, in obesity. Biochem
Biophys Res Commun, v. 257, n. 1, p. 79-83, abr. 1999.

BOHL, M., BJORNSHAVE, A., GREGERSEN, S., HERMANSEN. K. Whey and Casein
Proteins and Medium-Chain Saturated Fatty Acids from Milk Do Not Increase Low-
Grade Inflammation in Abdominally Obese Adults. Rev Diabet Stud, v. 13, n. 2-3, p.
148-157, mar. 2016.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Atengdo a Saude. Departamento de
Atencao Basica. Estratégias para o cuidado da pessoa com doenga crénica:
obesidade / Ministério da Saude, Secretaria de Atengao a Saude, Departamento de
Atencao Basica. — Brasilia : Ministério da Saude, 212 p. : il. — (Cadernos de Ateng¢ao
Basica, n. 38), 2014,

CABALLERO, B. The global epidemic of obesity: An overview. Epidemiol Ver, v. 29,
p. 1-5, jun. 2007.

CANELLA, D. S. Influéncia do excesso de peso e da obesidade nos gastos em saude
nos domicilios brasileiros. Cad. Saude Publica, Rio de Janeiro, v. 31, n. 11, p. 2331-
2341, nov. 2015.

CHAPPLE, I.L., GENCO, R. Working group 2 of the joint EFP/AAP workshop. Diabetes
and periodontal diseases: Consensus report of the Joint EFP/AAP Workshop on
Periodontitis and Systemic Diseases. J Periodontol, v. 84, n. 4S, p. S106-112, abr.
2013.

CHIA, J. S. J., MCRAE, J.L., ENJAPOORI, A. K., LEFEVRE, C. M., KUKULJAN, S.,
DWYER, K. M. Dietary Cows' Milk Protein A1 Beta-Casein Increases the Incidence of
T1D in NOD Mice. Nutrients, v. 10, n. 9, p. 1291, set. 2018.

CLAUDINO, M., CEOLIN, D. S., ALBERTI, S., CESTARI, T. M., SPADELLA, C. T,
RUBIRA-BULLEN, I. R. F., DE ASSIS, G. F. Alloxan-induced diabetes triggers the
development of periodontal disease in rats. PloS One, v. 2, n. 12, p. 1320, dez. 2007.

CLAUDINO, M., GENNARO, G., CESTARI, T. M., SPADELLA, C. T., GARLET, G. P.,
& Assis, G. Spontaneous periodontitis development in diabetic rats involves an
unrestricted expression of inflammatory cytokines and tissue destructive factors in the
absence of major changes in commensal oral microbiota. Experimental Diabetes
Research, v. 2012, maio 2012.

DIAS, P. C. Obesidade e politicas publicas: concepcdes e estratégias adotadas pelo
governo brasileiro. Cad. Saude Publica, Rio de Janeiro, v. 33, n. 7, jul. 2017.



34

DURSUN, E., AKALIN, F. A., GENC, T., CINAR, N., EREL, O., YILDIZ, B. O. Oxidative
stress and periodontal disease in obesity. Medicine, v. 95, n. 12, p. 3136, mar. 2016.

FAO (Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura). Dia
Mundial da Alimentacé&o faz alerta para o crescimento da obesidade e destaca a
alimentacdo saudavel. Disponivel em: http://www.fao.org/brasil/noticias/detail-
events/pt/c/1238905/. Acesso em: 02 ago. 2020.

GARDNER, G., HALWEIL, B. Underfed and overfed: the global epidemic of
malnutrition. Washington, DC: Worldwatch Institute, n° 150, 2000.

HELMI, M., GOODSON, J.M., HASTURK, H. Annual alveolar bone loss in subjects
with cardiovascular disease adjusting for associated systemic diseases and risk
factors: a retrospective study. BMC Oral Health, v. 20, n. 28, p. 1-10, jan. 2020.

KINSEY, A.W., CAPPADONA, S.R., PANTON, L.B. The Effect of Casein Protein Prior
to Sleep on Fat Metabolism in Obese Men. Nutrients, v. 8, n. 8, p. 452, jul. 2016.

KHOSLA, S. Minireview: the OPG/RANKL/RANK system. Endocrinology, v. 142, n.
12, p. 5050-5055, dez. 2001.

LILLEFOSSE, H. H.; TASTESEN, H. S.; DU, Z. Y.; DITLEV, D. B.; THORSEN, F. A;;
MADSEN, L. Hydrolyzed casein reduces diet-induced obesity in male C57BL/6J mice.
The Journal of Nutrition, v. 143, n. 9, p. 1367-1375, set. 2013.

MARTINEZ-HERRERA, M., SILVESTRE-RANGIL, J., SILVESTRE, F. J. Association
between obesity and periodontal disease. A systematic review of epidemiological
studies and controlled clinical trials. Med Oral Patol Oral Cir Bucal, v. 22, n. 6, p. 708-
15, nov. 2017.

NAZIR, M. A. Prevalence of periodontal disease, its association with systemic diseases
and prevention. Int J Health Sci (Qassim), v. 1, n. 2, p. 72-80, jun. 2017.

OMS (Organizacdo Mundial da Saude). Obesity and overweight Fact sheet n° 311.
Disponivel em: https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-
overweight. Acesso em: 02 ago. 2020.

OMS (Organizacao Mundial da Saude). Obesity: preventing and managing the global
epidemic. Geneva: World Health Organization; 2000. (WHO Technical Report Series,
894).

OSHIMA, K., NAMPEI, A., MATSUDA, M., IWAKI, M., FUKUHARA, A., HASHIMOTO,
J. Adiponectin increases bone mass by suppressing osteoclast and activating
osteoblast. Biochem Biophys Res Commun, v. 331, n. 2, p. 520-6, jun. 2005.

MS (Ministério da Saude). Metade dos brasileiros esta acima do peso e 20% dos
adultos estdo obesos. Disponivel em: https://antigo.saude.gov.br/noticias/agencia-
saude/46485-mais-da-metade-dos-brasileiros-esta-acima-do-peso. Acesso em: 02
ago. 2020.


http://www.fao.org/brasil/noticias/detail-events/pt/c/1238905/
http://www.fao.org/brasil/noticias/detail-events/pt/c/1238905/
about:blank
about:blank

35

PRESHAW, P.M., BISSETT, S. M. Periodontitis: Oral complication of diabetes.
Endocrinol Metab Clin North Am, v. 42, n. 4, p. 849-67, dez. 2013.

SCHOEMAKER, M. H., KLEEMANN, R., MORRISON, M. C. A casein hydrolysate-
based formulation attenuates obesity and associated non-alcoholic fatty liver disease
and atherosclerosis in LDLr-/-.Leiden mice. PLoS One, v. 12, n. 7, jul. 2017.

SU, Y., WANG, D., XUAN, D., NI, J., LUO, S. Periodontitis as a novel contributor of
adipose tissue inflammation promotes insulin resistance in a rat model. J Periodontol
v. 84,n. 11, p. 1617-1626, nov. 2013.



36

ANEXO A — CARTA DE APROVACAO DA CEUA

II|| |"”.|"'
UE/"[» | | )
| PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE BTICA DO USO DE ANIM AL

CARTA DE APROVACAO

Processof Process CEUA - 029/2018
Protocolo UEPG - 7707/2018

Titulo — . “Influéncia da caseina nas alteracdes hepaticas e cardiacas em ratos submetidos a
uma dieta de cafeteria”

Interessado — Dionizia Xavier Scomparin e Karoline Rodrigues Pasqualoto

e-mail: scomparindio@hotmail.com

Data de Entrada — 24/07/2018

Resultado: Aprovado

Consideragdes

A comissdo de Etica no Uso de animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa (CEUA-
UEPG) cerifica que os procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa acima
especificado estdo de acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo
de Animais para fins Cientificos e Didaticos (DBCA), estabelecidas pelo Conselho Nacional
para fins de Experimentacdo Animal (CONCEA) e com as nomas internacionais
para a experimentac¢do animal. Dessa forma, fica autorizada a utilizacdo de 48 ratos machos
e 48 ratas fémeas de 21 dias, totalizando 96 animais para a execugdo desse projeto.

Ponta Grossa, 28 de agosto de 2018

Profa. Dra. Dionizia Xavier Scomparin
Coordenadora da Comissao de Eticano Uso de Animais CELA-IERG

Aw. Gen. Carlos Cavalcanti, n? 4748, CEP 84.030-900 Campus Universitario em Uvaranas
ohta Grossa — Parang
Bloco da Reitoria - anexo 3 PROPESP
Fone: (042) 3220-3264



