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FORMATO DA TESE

A presente tese é composta por capitulos. O capitulo 1 apresenta uma
introducéo geral, a contextualizacdo do tema, a justificativa e os objetivos de
estudo. O capitulo 2 refere-se a artigo cientifico completo, contendo referéncias,
e formatado nas normas do periddico Research in Veterinary Science para o qual
sera submetido. O capitulo 3 finaliza esta tese com conclusdes gerais e
consideracOes finais deste trabalho e sugestbes para estudos futuros. As

referéncias do capitulo 1 encontram-se ao final da tese.



RESUMO GERAL

A doenca periodontal (DP) € a afeccdo odontolégica mais comum em céaes,
com prevaléncia em torno de 80% em animais acima de quatro anos. Em
seres humanos as consequéncias sistémicas da DP sao inumeras, com
grande impacto sobre doencas cardiovasculares, diabetes mellitus,
alteracOes na gravidez, doenca renal cronica, entre outras. Poucos estudos
tém sido realizados sobre este tema em cédes, mas ja com evidéncias de que
a afeccao oral também pode comprometer a saude dos animais. Diante da
alta prevaléncia da DP na populagao canina, do risco de doencas sistémicas
e da escassez de trabalhos na medicina veterinaria, o objetivo do estudo foi
verificar se caes adultos com diferentes graus de DP apresentam alteracéo
em indicadores sistémicos de saude. Foram selecionados 36 cdes com DP
em estagios 1 (grupo A), 2 e 3 (grupo B) e 4 (grupo C) sem comorbidades
(n= 12 animais por grupo), atendidos no Hospital Veterinario Clinivet®,
localizado em Curitiba — PR — Brasil. Todos os animais foram submetidos ao
tratamento periodontal. Quanto ao escore de gengivite, seis animais
apresentaram gengivite grau 1, 27 caes grau 2 e trés individuos grau 3. As
analises realizadas entre os momentos pré e pos-tratamento periodontal em
cada grupo, demonstraram haver diferenca nos valores de eritrocitos
(p=0,034), estando mais baixo no momento pré do grupo C em comparacao
com o momento pos; albumina (p=0,010), com valores séricos inferiores no
momento pré tratamento do grupo C se comparado ao momento pos e a IL-
6 (p = 0,007) com concentracdes séricas mais elevadas no momento pré do
grupo A, quando comparada ao momento pés-tratamento. As comparacdes
entre os grupos A, B e C em cada momento demonstraram diferenca nas
concentracdes de SDMA (p = 0,0123), no momento pds entre os grupos B
(média =9,17 pg/dL) e C (média = 11,83 ug/dL). Analisando individualmente
os valores do SDMA pré e pds-tratamento em cada grupo, houve reducéo do
em 66,7 % (n=8) dos animais, no grupo B em 42% (n=5) deles e no grupo C
em apenas 25% (n=3) dos cdes. Houve correlagdo negativa entre eritrocitos
e SDMA, leucécitos e albumina e SDMA e albumina. Nao foi observada
correlacdo entre gengivite e as demais variaveis. Os resultados deste estudo
prospectivo intervencionista revelaram associacboes entre a DPl e
indicadores sitémicos de saude sob aspecto inflamatorio e renal, mesmo em
estagios iniciais da doenca. Embora nenhuma relacdo causal possa ser
comprovada pelo presente estudo, a associacdo da doenca oral a carga
inflamatoria sistémica geral e a saude de 6rgaos destaca a necessidade de
pesquisa continuada e a importancia do tratamento precoce da infeccao oral
em caes para evitar danos irreversiveis locais e sistémicos.

Palavras-chave: gengivite; periodontite; cao; inflamacao.



ABSTRACT

Periodontal disease (PD) is the most common dental condition in dogs, with a
prevalence of around 80% in animals over four years old. In humans, the
systemic consequences of PD are numerous, with great impact on cardiovascular
disease, diabetes mellitus, changes in pregnancy, chronic kidney disease,
among others. Few studies have been conducted on this subject in dogs, but with
evidence that oral disease can also compromise the health of animals. Given the
high prevalence of PD in the canine population, the risk of systemic diseases and
the scarcity of work in veterinary medicine, the objective of the study was to verify
if adult dogs with different degrees of PD present changes in systemic health
indicators. Thirty-six dogs with PD in stages 1 (group A), 2 and 3 (group B) and
4 (group C) without comorbidities (n = 12 animals per group), treated at Clinivet
Veterinary Hospital, located in Curitiba - PR - Brazil, were selected. All animals
underwent periodontal treatment. Regarding the gingivitis score, six animals
presented grade 1 gingivitis, 27 grade 2 dogs and three individuals grade 3. The
analyzes performed between the times before and after periodontal treatment in
each group showed a difference in erythrocyte values (p = 0,034), being lower in
the pre group C time compared to the post moment; albumin (p = 0,010), with
lower serum values at the pre-treatment time of group C compared to the post-
treatment moment and IL-6 (p = 0,007) with higher serum concentrations at the
pre-treatment time of group A when compared to the moment after treatment.
Comparisons between groups A, B, and C at each time point showed differences
in SDMA concentrations (p = 0,0123) at the time after group B (mean = 9,17 ug/
dL) and C (mean = 11,83 ug / dL). Analyzing individually the pre and post-
treatment SDMA values in each group, there was a 66.7% (n = 8) reduction, in
group B in 42% (n = 5) and in group C only 25% (n = 3) of dogs. There was a
negative correlation between erythrocytes and SDMA, leukocytes and albumin
and SDMA and albumin. No correlation was observed between gingivitis and the
other variables. The results of this prospective interventional study revealed
associations between periodontal disease and systemic indicators of
inflammatory and renal health, even in the early stages of the disease. Although
no causal relationship can be confirmed by the present study, the association of
oral disease with general systemic inflammatory burden and organ health
highlights the need for continued research and the importance of early treatment
of oral infection to prevent local and systemic irreversible damage.

Keywords: gingivitis; periodontitis; dogs; inflammation.
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CAPITULO 1

1. DOENCA PERIODONTAL - DEFINICAO E ETIOPATOGENIA

Alteracdes na cavidade oral sdo reportadas como o segundo achado
de exame fisico mais comum em caes, dentre as quais a doenca periodontal
(DP) é a afeccado mais comumente diagnosticada (O’Neill et al., 2014), com
prevaléncia em torno de 80% em animais acima de quatro anos (Lund et al.,
1999; Venturini, 2006; Fernandes et al., 2012). Um estudo avaliou 445 caes
de racas puras de criadouros comerciais nos EUA e identificou a DP em
86,3% desses individuos (Stella et al., 2018). No estudo de O’Neill e
colaboradores (2014) na Inglaterra, a prevaléncia encontrada foi de 9,3%. Em
contrapartida, em uma populacdo de cdes na Republica Tcheca, 60% dos
animais apresentaram a doenca (Kyllar e Witter, 2005). Embora as estimativas
de prevaléncia variem entre os estudos, a DP é uma das principais afeccfes
gue afetam os caes. Essas variacdes dependem da populacéo estudada e
especialmente se o diagndstico da afeccéo foi realizado sob anestesia, o que
permite diagnoéstico mais preciso (O’Neill et al., 2019; Wallis et al., 2019).

A DP é caracterizada pela inflamacédo e infeccdo do periodonto
(Figura 1), comprometendo a gengiva, o ligamento periodontal, 0 cemento
e 0 o0sso alveolar. O acometimento desses elementos ocorre
progressivamente, culminando com destruicdo 6ssea alveolar e perda do
elemento dental (Niemiec, 2013).

O primeiro sinal da DP é a gengivite, identificada por hiperemia,
edema e ulceracdo ou sangramento espontaneo da gengiva. E decorrente
da resposta inflamatéria do tecido as bactérias periodontopatogénicas
presentes na placa dentaria. Se esse biofiime bacteriano ndo é removido
e acumula-se no sulco gengival, ha a acdo de mediadores inflamatorios e
infiltracdo de polimorfonucleares. Com a cronicidade da doenga infecto-
inflamatadria, o epitélio gengival é destruido pelo infiltrado celular inflamatério
e pelas bactérias e seus subprodutos, tais como colagenases,
hialuronidases, proteases e endotoxinas. Estes elementos levam a
vulnerabilidade dos tecidos, perpetuando a infeccdo até alcancar os

demais sitios do periodonto (Wolf et al., 2005; Harvey, 2005; Bellows et al.,
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2019).

Esmalte Camara pulpar

Sulco gengival

_________

Dentina
. Raiz
Canal radicular

_________

Figura 1: Representagdo esquematica do primeiro molar inferior de um cdo adulto, com os elementos do
periodonto destacados. Nota-se que 0 0sso alveolar da suporte e fornece o arcabouco para a fixagdo da raiz
dentéria, por intermédio da ligacdo entre osso alveolar e cemento, pelas fibras do ligamento periodontal.
Fonte: Adaptado de Baia, 2018.

Em seres humanos existem diversas classificacOes propostas,
considerando o tipo e a severidade da periodontite. A classificacdo mais
utilizada é de 1999 (Hinrichs e Novak, 2012), porém em 2017 um encontro
mundial de especialistas, sugeriu adequacdes a essa classificacdo (Tonetti
et al., 2018). De forma geral, quanto ao tipo é classificada em periodontite
necrosante, cronica, agressiva e periodontite com manifestacdo de doencas
sistémicas. O tipo de periodontite que se assemelha aquela frequentemente
encontrada nos cédes e gatos, é a forma crénica, que em seres humanos é
classificada em discreta, moderada e severa, com base na quantidade em
milimetros da perda de insercdo gengival. H4 ainda, a classificacdo em
localizada e generalizada, sendo esta quando mais de 30% dos sitios estao
afetados (Hinrichs e Novak, 2012; Tonetti et al., 2018).

Em caes, a classificacdo recomendada pelo Colégio Americano de
Odontologia Veterinaria orienta que cada elemento dentario seja avaliado e
classificado a partir de quatro diferentes estagios de evolugcéao, de acordo com
suas caracteristicas clinicas e radiogréficas (AVDC, 2018). Essa classificacéo foi
reiterada no ultimo consenso de especialistas (Bellows et al., 2019), em que
0 primeiro estagio se caracteriza apenas por gengivite sem migracao do epitélio
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juncional, mantendo preservada a margem Ossea alveolar em sua altura e
arquitetura. O segundo estagio caracteriza a periodontite inicial, com perda
menor que 25% do nivel clinico de inser¢do, ou, no maximo, exposi¢ao de furca
estagio 1 no envolvimento de dentes multirradiculares. Neste estéagio, h& sinais
radiograficos iniciais de periodontite. A perda clinica de insercdo € menor que
25% quando mensurada com o uso da sonda periodontal ou determinacéo
radiografica da distancia da margem alveolar até a juncdo amelocementaria,
relativa ao comprimento da raiz avaliada. O terceiro estagio, periodontite
moderada, apresenta entre 25 e 50% de perda clinica de inser¢cdo, mensurada
a partir do uso clinico da sonda periodontal ou determinacéo radiografica da
distancia da margem alveolar até a juncdo amelocementéria, em relacdo ao
comprimento da raiz avaliada, ou apresenta exposicédo de furca estagio 2 em
dentes multirradiculares. O quarto estagio, periodontite avancada, apresenta
perda clinica de insercdo maior que 50%, mensurada a partir do uso clinico da
sonda periodontal, determinacao radiografica da distancia da margem alveolar
até a juncdo amelocementéaria em relagdo ao comprimento da raiz avaliada, ou
envolvimento de exposicdo de furca estagio 3 em dentes multirradiculares

(Figuras 2 e 3).
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Figura 2: Classificagdo da doenca periodontal em cédes, com os aspectos clinicos que as
distinguem. Adaptado de Bellows (2004).

Estagio 4

Figura 3: Alteracdes radiograficas relacionadas a perda 6ssea, vistas nos estagios 2, 3 e 4 da
doenca periodontal em terceiro e quarto pré-molares e primeiro molar inferior de cao. Adaptado
de Bellows (2013).

O fator determinante para o inicio da doenca € a presenca de placa
bacteriana (biofiime bacteriano) na superficie gengivodentaria. Postula-se

gue antigenos especificos ou enzimas produzidas pelas bactérias no biofilme da
16



placa, especialmente subgengival, ativam a resposta inflamatoria do hospedeiro,
o que faz com que as estruturas do periodonto, especialmente ligamentos e
0Ss0S que sustentam o dente se tornem inflamados e progressivamente
destruidos (Niemiec, 2013; Greene, 2015; Bellows et al., 2019).

Para que esta placa cause danos aos tecidos moles é necessario que
0 acumulo de seus constituintes seja continuo e com tendéncia a organizacao.
Apés o periodo de organizacdo da placa, que varia de 24 a 48 horas, inicia-se a
inflamacé&o dos tecidos envolvidos (Harvey e Emily, 1993; Gioso, 2007; Preshaw
e Taylor, 2012), no entanto a DP resulta de uma complexa interacédo entre o
biofilme subgengival e eventos imunoinflamatérios do hospedeiro que se
desenvolvem nos tecidos periodontais, em resposta ao desafio apresentado
pelas bactérias (Preshaw e Taylor, 2012). Em humanos estdo bem
caracterizados os fatores causais, relacionados a susceptibilidade do
hospedeiro, como comportamentais, ambientais, sistémicos e genéticos,
consagrando a natureza multifatorial da doenca (Weildlich, 2001; Preshaw e
Taylor, 2012). Além desses fatores, outros podem influenciar na progressao e
na gravidade final da DP em cées, como predisposicao racial, ma ocluséo,
habitos de mastigacdo, saude sistémica e irritantes locais (Bellows et al.,
2019).

Os efeitos patogénicos da placa bacteriana sdo exacerbados pela
precipitacdo de sais minerais, como 0 carbonato de calcio e o fosfato de célcio
provenientes da saliva. Estes formam o calculo dentério, que se localiza supra
e/ou subgengivalmente (Harvey e Emily, 1993; Harvey, 1998; Niemiec, 2008). A
placa e o céalculo podem conter acima de 10! bactérias por grama (Niemiec,
2008).

A microbiota oral e os estagios de desenvolvimento da placa em seres
humanos ja estdo bem caracterizados, porém, até recentemente, estudos sobre
a microbiota bucal canina eram limitados, pois 0os métodos baseados em cultura
nao permitiam a deteccédo de certas espécies (Elliott et al., 2005; Hardham et al.,
2005; Dahlén et al., 2012). A partir de 2012, com o uso do seguenciamento
genético estudos caracterizaram tanto a placa bacteriana inicial na DP de caes
(Dewhirst et al., 2012; Davis et al., 2013; Holcombe et al., 2014). Com a evolucéo
desses estudos foi possivel concluir que ha pouca semelhanca com o perfil

bacteriano encontrado na DP em seres humanos, portanto o conhecimento
17



sobre a natureza da formacéao de placas nessa espécie ndo pode ser plenamente
adotado para caes.

Em estudo mais consistente, Davis et al. (2013) analisaram amostras
de 223 caes (72 com gengiva saudavel, 77 com gengivite e 74 com periodontite
leve) utilizando 454-pirosequenciamento para identificar espécies bacterianas
associadas a saude e a DP precoce. Segundo esses autores, as espécies mais
abundantes com o periodonto higido foram Porphyromonas cangingivalis,
Moraxella sp., Bergeyella zoohelcum, Neisseria shayeganii, Pasteurellaceae sp.,
Capnocytophaga sp. e Stenotrophomonas sp. Em contraste, na periodontite leve
houve uma propor¢cdo muito maior de espécies da classe Clostridia, além de
Peptostreptococcaceae spp., Lachnospiraceae sp., Peptococcus sp. e
Corynebacterium canis.

Diante desse cenario infeccioso, a inflamacéo € fator determinante na
patogenia da doenca frente aos fatores de viruléncia microbiana. Esses
microrganismos sdo capazes de sintetizar produtos (p. ex., colagenase,
hialuronidase, protease, condroitina sulfatase e endotoxina) que causam danos
as células do epitélio e do tecido conjuntivo, assim como 0s constituintes
intercelulares, como o0 colageno, substancia fundamental e o glicocalice
(Fiorellini et al., 2012).

Inicialmente a gengivite apresenta-se como a inflamagé&o do periodonto
de protecédo, decorrente do acumulo de biofilme supragengival e que néo leva a
destruicdo tecidual. Diz-se que a gengivite € uma resposta universal do
periodonto de protecdo ao acumulo do biofilme, pois todo individuo que
apresentar biofilme supragengival acumulado por periodo de tempo que exceda
a capacidade de equilibrio entre biofilme e hospedeiro, ird desenvolver
inflamacé&o gengival (Fiorellini et al., 2012; Niemiec, 2013).

Classicamente a resposta inflamatéria na DP tem sido caracterizada
como aguda e cronica. A inflamacdo aguda caracteriza-se por ser de curta
duracéo, apresentar predominio de neutrofilos e exibir fenbmenos vasculares e
exsudativos intensos. Considera-se gengivite cronica, duas a trés semanas apos
0 acumulo de placa. Essa inflamacé&o crénica possui longa duracdo e é mais
especifica, com predominancia de plasmaocitos e linfocitos B e com provavel
formacdo de pequena bolsa gengival, exibindo fenbmenos mais destrutivos e

regenerativos do que o processo agudo (Martins e Martins, 2007; Fiorellini et al.,
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2012).

A persisténcia da infec¢éo bacteriana que ocorre na DP leva a falta de
distingéo no que se refere ao estado inflamatario crénico ou agudo. Desta forma,
a resposta do hospedeiro nessa afeccéo vem sendo dividida em resposta imune
inata, com caracteristicas semelhantes a inflamacéo aguda e resposta imune
adaptativa, semelhante a uma inflamacao crénica. Partindo-se de conceitos
evolutivos, a resposta inata antecede a adaptativa. No momento em que
patégenos especificos superam os elementos de defesa inata, permanecendo
no local por mais tempo, estabelece-se a resposta adaptativa (Martins e Martins,
2007).

Embora os mecanismos de defesa que atuam na imunidade inata e na
adaptativa sejam semelhantes, encontram-se amplificados, direcionados e
potencializados na resposta adaptativa (Dixon et al., 2004; Seymour e Taylor,
2004). A histologia demonstra que na maior parte dos estagios da DP ha
comunicacdo cruzada entre os elementos celulares e bioquimicos da resposta
inata e da imunidade adaptativa, sendo, portanto, muito dificil separar e
individualizar o impacto de cada uma na patogénese da DP (Martins e Matrtins,
2007).

Se o0 antigeno microbiano nao for removido havera a continua ativacao
dos neutréfilos e macréfagos fazendo com que estas células liberem mediadores
guimicos gque ativam o recrutamento da resposta imune adaptativa por levarem
a diferenciacdo (formacdo e maturacdo) e migracdo de células T. A resposta
imune adaptativa estd sob o controle das células T, as quais regulam a
diferenciacdo das células B, dos plasmdécitos e a producdo de anticorpos.
Incialmente sdo visualizados mais linfécitos T, poucos linfécitos B e raros
plasmadcitos. Com o aumento do exsudato, nota-se a presenca de maior
guantidade de imunoglobulinas séricas, complemento e fibrinogénio. No tecido
conjuntivo local nota-se degeneracao dos fibroblastos e da matriz extracelular
(perda de colageno) (Dixon et al., 2004; Seymour e Taylor, 2004).

O progresso da doenca é devido a combinacgéo de fatores, incluindo a
presenca de bactérias periodontopatogénicas, altos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, metaloproteinases da matriz e prostaglandinas, e baixos niveis de
citocinas inibidoras da inflamacéao (Seymour e Taylor, 2004; Kurgan e Kantarci,

2017)
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A partir da formacdo dessa bolsa gengival, a cascata de eventos tem
inicio com a presenca das bactérias dentro do sulco gengival e com a liberacéo
de enzimas e toxinas bacterianas (Niemiec, 2008). Esses produtos induzem uma
atividade proteolitica dos tecidos (Papadimitriou et al., 2006) e a producao de
mediadores inflamatorios locais, como as interleucinas 1 (IL-1a e B) e 6 (IL-6), a
prostaglandina E2 (PGE2) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Gurgel et
al., 2004, Buttke et al., 2005). Estes mediadores, além dos leucécitos, migram
para fora dos tecidos (espaco periodontal) devido ao aumento da permeabilidade
vascular, aumentando o espaco entre as células epiteliais creviculares. Além da
fagocitose, os leucdcitos também liberam enzimas para destruir as bactérias,
contribuindo para o agravamento da inflamacao (Niemiec, 2008). Desta forma,
ocorre aumento da atividade osteoclastica e inibicdo da funcdo osteoblastica,
levando a destruicéo do tecido conjuntivo, reabsorcdo 0ssea e perda de insercéo
do epitélio juncional da gengiva (Cleland, 2001; Gurgel et al., 2004).

Essas interacdes entre patdgeno e hospedeiro ocorrem pela
capacidade do hospedeiro em reconhecer substancias microbianas, como
acidos nucleicos, proteinas, lipideos de parede celular como, por exemplo,
lipopolissacarideos (LPS) e carboidratos. Tais substancias sao classificadas
como Padrbes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPs) e sdao
responsaveis por caracterizar patégenos e estimular a imunidade inata (Kurgan
e Kantarci, 2017). Este reconhecimento se d& a partir de um grupo de moléculas
presentes na superficie de fagécitos estrategicamente localizados na fase de
reconhecimento inicial de patdgenos microbianos. Este grupo é chamado de
Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRRs) e, dentre eles, destacam-
se os receptores do tipo Toll (TLR) (Akira e Takeda, 2004). Quando estes
receptores sdo excessivamente ativados ou inadequadamente controlados,
contribuem para o desenvolvimento de doencas crénicas inflamatorias
(Hajishengallis, 2010).

Células epiteliais da gengiva humana expressam receptores do tipo Toll
2,3,4,5, 6 e 9, essenciais para manutencdo da saude periodontal. Quando a
barreira epitelial é violada por patégenos e seus produtos citotoxicos, também
ha ativacdo destes receptores presentes em células como fibroblastos,
osteoblastos e osteoclastos, resultando no acumulo de citocinas que também

contribuem para a destruicdo do tecido periodontal (Kurgan e Kantarci, 2017).
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Bactérias gram-negativas, presentes em maior quantidade na
periodontite, possuem LPS como seu maior fator de viruléncia. Receptores do
tipo Toll 4 (TLR4) ligam-se a esta substancia e, por esta razéo, séo considerados
0S receptores mais importantes para o desenvolvimento da periodontite (Kurgan
e Kantarci, 2017).

Deste modo, se a DP né&o for corretamente controlada, havera
progressiva destruicdo tecidual do periodonto devido a estimulacdo exacerbada
destes receptores, que aumentam a producdo de citocinas pro-inflamatérias e
estimulam, continuamente, a resposta inflamatoéria (Hans e Hans, 2011; Kurgan
e Kantarci, 2017). Quanto mais intensa e longa a inflamacao gengival, maior sera
a resposta inflamatoria sistémica gerada pelo animal e maiores serdo os danos

teciduais e organicos (Kouki et al., 2013).

2. CONSEQUENCIAS SISTEMICAS DA DOENCA PERIODONTAL

Os processos imunoinflamatérios que se desenvolvem nos tecidos
periodontais, em resposta a presenca do biofime subgengival, sé&o
protetores por intencdo, mas resultam em dano tecidual por aumentarem a
permeabilidade vascular dos tecidos periodontais, 0 que promove a entrada
de bactérias na corrente sanguinea. E a partir dessa resposta
imunoinflamatéria do hospedeiro, € possivel observar as principais
evidéncias do impacto da DP na saude sistémica de seres humanos (Loos,
2005; Fiorellini et al, 2012; Borgnakke, 2015).

As primeiras suspeitas de que a infeccdo oral poderia causar
alteracdes sistémicas foram do médico britanico William Hunter em 1900,
porém sem evidéncia cientifica a época, o que fez com que, em meados de
1940 fossem abandonadas, pois mesmo 0s pacientes passando por
extracdes dentarias ndo eliminavam os distlrbios sistémicos infecciosos
associados. No entanto, com essas observacdes iniciais, esse medico
contribuiu consideravelmente para os estudos subsequentes relacionados a
imunologia e microbiologia (Mealey e Klokkevold, 2012). O conhecimento da
patogénese da DP evoluiu acentuadamente nos ultimos 30 anos, dando
inicio a uma nova fase de entendimento e de evidéncias sobre o impacto da

infeccdo oral na saude geral de seres humanos (Beck et al., 2019). O termo
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atualmente utilizado para o estudo de doencas e condicdes associadas a
periodontite € Medicina Periodontal, com expressivo crescimento das
pesquisas a partir do ano 2000. Uma revisao sistematica de ensaios clinicos
sobre o tema indicou 57 condi¢des distintas potencialmente relacionadas a
DP (Monsarrat et al., 2016). Mesmo com estudos extensos e recentes, 0S
mecanismos etiopatogénicos pelos quais a DP afeta a saude sistémica ainda
estdo sendo elucidados (Beck et al., 2019).

Acredita-se que coexistam trés mecanismos: (1) Bacteremia — invasao
bacteriana do endotélio, inducdo da formacao de placa aterosclerdtica seguida
de agregacao plaquetaria; (2) Resposta inflamatoria — liberacdo de mediadores
inflamatérios como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) que influenciardo a produgao de proteinas inflamatorias de
fase aguda, como proteina C-reativa (PCR), amiloide A e fibrinogénio; (3)
Resposta imune — formacédo de anticorpos e complexos imunes as bactérias e
seus subprodutos como LPS. Tanto a colonizagdo bacteriana, propiciada pela
bacteremia, o depdsito de imunocomplexos ou anticorpos, quanto o depdésito de
proteinas inflamatérias como amiloide A e fibrinogénio, podem ocorrer em
diversos tecidos como: artérias, miocardio, cérebro, rins, figado, pancreas,
articulacdes e colon/reto (Figura 4) (Borgnakke, 2015).

Uma revisdo selecionou estudos marcantes sobre medicina
periodontal publicados nos ultimos 100 anos, com foco particular nos efeitos
da DP em trés condicdes patologicas especificas e mais prevalentes: doenca
cardiovascular, diabetes mellitus e resultados adversos da gravidez
mostrando o quao consagrado estd o conhecimento em seres humanos
nessas situacdes (Beck et al., 2019). Recentemente, duas publicacdes
demonstraram a relacdo entre DP e doenca pulmonar obstrutiva crénica
(Takeuchi et al., 2019) e cancer oral (Shin et al., 2019). Saito e colaboradores
(2001) identificaram que adultos com indice elevado de massa corporal
apresentaram risco aumentado de desenvolver DP, se comparado a
individuos mais magros.

Na década de 1990, pesquisas médicas sobre inflamacéo sistémica
demonstraram potenciais interacdes entre periodontite e doenca
cardiovascular, ambas consideradas como condigbes inflamatorias.

Individuos com proteina C-reativa cronicamente elevada apresentaram risco
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significativamente aumentado de desenvolver diabetes tipo 2 e eventos
cardiovasculares (Ridker et al., 1998). Outro estudo introduziu o conceito de
gue a formacéo de lesdes de ateroma era um processo inflamatério e nao
simplesmente acumulo de lipidios nas paredes das artérias principais (Ross,
1999). Beck et al. (2001) demonstraram que a periodontite pode
desempenhar papel na formacdo do ateroma, além de eventos
cardiovasculares, como infarto agudo do miocardio e acidente vascular
cerebral. Em 2017 um ensaio randomizado controlado demonstrou que a
terapia periodontal intensiva sem qualquer medicacéao anti-hipertensiva pode
reduzir a pressao arterial de pacientes com pré-hipertensdo (Zhou et al.,
2017).

Bacterias periodontais e

o Infecgao Periodontal seus subprodutos (LPS=
Ml'jgrat‘%ap de. / - lipopolissacarideo)
actérias ;
periodontais 2) RESPOSTA INFLAMATORIA .--

. Mediadores inflamatdrios:
| 1) BACTEREMIA | | |L1, IL6, TNF-a

l_ 3) RESPOSTA IMUNE

Proteinas de fase aquda:
* Proteina C reativa

+ Fibrinogénio Anticorpos
. contra bactérias
o o o » . periodontais
Mlgrag:ag de bapterlas Sitios afetados e subprodutos
| “od periodontais Artérias Pancreas
nvaséo do: ~ . -
+ Endotélio (revestimento de Cc’)ragao ArticulagGes
vasos) Cérebro Colo/reto
+ Placas ateroscleréticas Rins . Figado
- Todos os 6rgaos do organismo | Neoplasias
Agregacéo plaquetaria Unidade materno-fetal

Figura 4: Modelo conceitual ilustrando as formas pelas quais a infeccdo periodontal afeta o corpo
humano: (1) bacteremia (efeito direto); (2) respostas inflamatérias (efeito indireto): os mediadores
pré-inflamatoérios (citocinas) fazem com que o figado produza substancias de fase aguda (PCR
e outros); e (3) resposta imune (efeito indireto): anticorpos contra os antigenos bacterianos,
incluindo os seus lipopolissacarideos (LPS) e demais agentes por reagdo cruzada. Adaptado de
Borgnakke (2015).

Poucas pesquisas tém sido realizadas sobre o tema em caes. Os
primeiros estudos foram realizados em cadaveres e revelaram que animais
com DP grave a moderada apresentavam mais altera¢cées microscéopicas em
miocardio, valva mitral, rins (glomérulo e intersticio), e parénquima hepatico,
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se comparado com os caes com a doenca menos severa (DeBowes et al.,
1996; Pavlica et al., 2008).

Glickman et al. (2009) em estudo retrospectivo de prontuéarios de
59.296 cées, divididos em graus 1, 2 e 3 de DP, detectaram associacdes
significativas entre a gravidade da infeccao oral e o risco subsequente de
doencas cardiovasculares, como endocardite e cardiomiopatia. Sugeriram
gue a inflamacéo crénica decorrente de infec¢do bacteriana € o mecanismo
pelo qual ocorre doenca sistémica. No entanto, essa pesquisa foi contestada
por especialistas, pois néo foi adotado um padréo de diagndstico de doencas
cardiacas, faltando dados relacionados a ecocardiograma e necropsia, estes
fundamentais no estabelecimento da endocardite, por exemplo (Peddle et
al., 2009).

No estudo de DeBowes et al. (1996), a fibrose focal e as discretas
alteracfes degenerativas encontradas nos miécitos sdo compativeis com
episoédios passados de insulto isquémico ou inflamatoério leve. Apesar dos
resultados dos estudos indicarem relagdo significativa entre doenca
periodontal e alteraces morfolégicas nos 6rgaos, sugerindo consequéncias
sistémicas da afeccao oral, ndo ha estudo que estabeleca relacédo direta da
DP e mudancas patoldgicas de 6rgdos em caes.

Peddle et al.,, (2009) objetivaram identificar fatores de risco
associados ao desenvolvimento de endocardite bacteriana em 76 cées,
determinando se a DP e os procedimentos cirdrgicos (orais e ndo orais)
estavam associados ao quadro, baseado em ecocardiograma e necropsia
para diagndstico da afeccédo valvar. Os resultados ndo forneceram nenhuma
evidéncia de associacado entre endocardite bacteriana e a realizacdo de
procedimentos. Até o0 momento ndo ha evidéncias cientificas da relacdo
direta entre infeccdo oral e disturbios cardiovasculares nessa espécie.

O artigo de Glickman (1946) foi um dos primeiros elos entre DP e
diabetes mellitus (DM) e desde entdo inUmeros estudos evidenciaram que
essas doencas apresentam relac&o bidirecional, ou seja, o DM favorece o
desenvolvimento e a gravidade da DP, e o componente inflamatdério gerado
pela DP pode afetar negativamente o controle metabdlico do DM. Além disso,
foi observada maior frequéncia de complicacdes diabéticas (proteinuria,

acidente vascular cerebral, ataque isquémico transitério, angina, infarto do
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miocardio e claudicacdo intermitente) entre pacientes com diabetes e
periodontite grave (Thorstensson, 1996; Morita et al., 2010; D’Aiuto et al.,
2018). Isso ocorre porque os mediadores inflamatorios sistémicos em
pacientes com DP causam resisténcia aumentada a insulina, e
consequentemente aumento da glicemia (Borgnakke et al., 2013). Apesar
desse amplo conhecimento da relacédo entre essas duas afeccbes em seres
humanos, a clinica veterinaria carece de pesquisas. Van Nice (2006) relatou
um caso de cao diabético com focos de abcessos periapicais devido fraturas
dentarias e hiperglicemia refrataria, com melhora apds tratamento da
infeccao, e Poppl et al. (2014) relataram que ap0s tratamento periodontal de
uma fémea canina diabética, houve melhora do controle glicémico.

Outros dois estudos identificaram que cdes com DP em estagios
mais avancados apresentaram, ap0s tratamento, reducédo da concentracao
de proteina C-reativa (PCR) (Rawlinson et al., 2011; Simdes, 2016). Kouki e
colaboradores (2013) detectaram correlacéo positiva entre gengivite e PCR,
sugerindo inflamacdo sistémica a partir da infeccdo oral. Também
observaram que o hematdcrito era inferior nos pacientes com doenca
periodontal. Nesses Ultimos estudos ndo foram avaliadas citocinas pro-
inflamatérias. O Unico estudo em cdes com DP que avaliou citocinas pro-
inflamatdrias identificou aumento da IL-6 nos animais, quando comparado ao
grupo controle tratado (Cardoso, 2012).

loannidou et al. (2012) identificaram maiores indices de PCR em
pacientes humanos com doenca renal cronica (DRC) e DP se comparado ao
grupo com DRC e sem DP. Quando a extenséo da periodontite foi utilizada como
uma das variaveis independentes, mostrou-se forte associacao entre o grau de
periodontite e os niveis séricos de PCR, sugerindo que a infeccédo oral pode
afetar o estado inflamatorio sistémico desses individuos.

Segundo Fisher e Taylor (2009), adultos com DP tém 4,5 vezes mais
chance de apresentar DRC. Ha estudos que indicam haver correlacéo
bidirecional entre a DP e a DRC, ou seja, a existéncia de uma das afecc¢des
favorece o surgimento ou a piora da outra (Borgnakke, 2015; Fernandes, 2017,
Pimentel, 2018). Isso ocorre devido ao aumento da producédo de mediadores
inflamatorios proporcionada pela periodontite, que estimula o sistema

imunolégico e também eleva a producdo da PCR, ocasionando a
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glomerulonefrite. Além desse mecanismo, as lesdes renais podem ser causadas
diretamente pela bacteremia e endotoxinas produzidas pelas bactérias, pois os
patégenos orais migram pela corrente sanguinea e podem causar pielonefrite e
nefrite intersticial (DeBowes et al., 1996; Fernandes, 2017).

Em cées, Glickman et al. (2009), em estudo longitudinal retrospectivo,
com analise de prontuarios médicos de 415.971 pacientes atendidos em mais de
750 hospitais americanos entre janeiro de 2002 a dezembro de 2008 e
acompanhados por periodo minimo de 336 dias, observaram que pacientes com
DP apresentavam maior incidéncia de DRC do que aqueles que nao
apresentavam a afecao, e que quanto mais avancado o estagio da DP, maiores
as concentracdes séricas de creatinina, um marcador indireto da taxa de filtracéo
glomerular.

Recentemente, houve validagcdo de um marcador precoce da taxa de
filtracdo glomerular em cées, denominado dimetilarginina simétrica (SDMA).
Essa molécula é liberada e detectada na circulacdo quando, aproximadamente,
25% da funcao renal estiver comprometida, enquanto o aumento de creatinina
somente € detectado quando mais de 66 a 75% dos néfrons passam a ser
afuncionais (DiBartola, 2000; Nabity et al., 2015; Pelander et al., 2018).

O objetivo do tratamento periodontal € melhorar a qualidade de vida do
paciente, a partir do combate a infeccdo, preservando dentes funcionais
circundados por periodonto saudavel ou extraindo aqueles com as estruturas
periodontais moderada ou severamente comprometidas. Além disso, a
intervencdo periodontal bem-sucedida pode n&o apenas reduzir a DP e
prolongar a sobrevida do dente, mas também prevenir o inicio ou a progressao
de vérias doencas sistémicas cronicas (Borgnakke, 2015).

Ha escassez de estudos na medicina veterinaria sobre a relacdo de DP
e doencas sistémicas. Diante do entendimento de que bactérias presentes
no biofilme podem induzir a inflamacdo, com liberacdo de mediadores
inflamatorios e também causar bacteremia, ha necessidade de pesquisas

continuas sobre o tema.
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3. OBJETIVOS

o Avaliar em cdes com diferentes graus de DP antes e ap0s o tratamento
periodontal:
o Hemograma (eritrocitos, hematdcrito, leucécitos)
o Proteinograma (proteina total, aloumina e globulinas)
o Presenca de degeneracao e necrose hepatocelular (ALT)
o Glicemia

o Taxa de filtracdo glomerular (creatinina e SDMA)
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Resumo

Obijetivo: Poucos estudos tém sido realizados avaliando o impacto da doenca
periodontal sobre a saude sistémica em cées. O objetivo do estudo foi
verificar se cdes adultos com diferentes graus de DP apresentam alteracao
em indicadores sistémicos de saude, além de avaliar o efeito do tratamento

periodontal sobre esses indicadores.
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Metodologia: Foram selecionados 36 cdes com doenca periodontal em
estagios 1, 2, 3 e 4 sem comorbidades, com média de idade de 6,4 anos e
peso variando de 1,7kg a 39kg (média 9,9kg) atendidos no Hospital
Veterinario Clinivet, Curitiba — PR — Brasil. Para analise dos resultados, os
animais foram reclassificados em grupos A, B e C, sendo que o grupo B foi
composto pelos animais com doenca periodontal nos estagios 2 e 3. Todos
os animais foram submetidos ao tratamento periodontal. Foi realizada a
comparacao das médias nos momentos pré e pos-operatorio em cada grupo
e entre 0S grupos para as variaveis: eritrécitos, hematdécrito, leucécitos,
albumina, globulinas, creatinina, SDMA, ALT e glicemia e a comparacéao das
medianas para a IL-6. A correlacdo entre as variaveis eritrocitos, hematocrito,
leucdcitos, glicemia, albumina, glubulinas, ALT, creatinina, SDMA, IL-6,

idade e peso foram feitas pelo teste de Pearson (p< 0,05). A correlagcao entre

gengivite e as demais variaveis foi feita pelo teste de Spearman (p< 0,05).

Resultados: A maioria dos animais apresentou gengivite 2 (n= 27). As
andlises realizadas entre 0s momentos pré e pds-tratamento periodontal em
cada grupo, demonstraram haver diferenca nos valores de eritrécitos (p=
0,034), estando mais baixo no momento pré do grupo C em comparac¢ao com
0 momento poés-tratamento; albumina (p= 0,010), com valores séricos
inferiores no momento pré tratamento do grupo C se comparado ao momento
pés e a IL-6 (p= 0,007) com concentracdes séricas mais elevadas no
momento pré do grupo A, quando comparada ao momento pos-tratamento.
As comparacgdes entre os grupos A, B e C em cada momento demonstraram
diferenca nas concentracfes de SDMA (p= 0,0123), no momento pos entre

0s grupos B e C. Analisando individualmente os valores do SDMA pré e pés-
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tratamento em cada grupo, houve reducdo do SDMA em 66,7 % (n= 8) dos
animais, no grupo B em 42% (n= 5) deles e no grupo C em apenas 25% (n=
3) dos caes. Houve correlacdo negativa entre eritrocitos e SDMA, leucdécitos
e albumina e SDMA e albumina. Quando a analise foi feita em cada grupo,
somente houve correlacdo no grupo A, sendo negativa entre eritrocitos e
SDMA, leucécitos e albumina e SDMA e albumina, e correlacdo positiva
entre eritrécitos e albumina. Nao foi observada correlacéo entre gengivite e

as demais variaveis.

Relevancia clinica: Os resultados deste estudo revelaram associa¢des entre
a DP e alteracdes sistémicas sob aspecto inflamatdrio e renal, mesmo em
estagios iniciais da doenca. Embora nenhuma relacdo causal possa ser
comprovada pelo presente estudo, a associacao da DP a carga inflamatéria
sistémica geral e a saude de 6rgaos destaca a necessidade de pesquisa
continuada e a importancia do tratamento precoce da infec¢cdo oral para

evitar danos irreversiveis locais e sistémicos.

PALAVRAS-CHAVE: gengivite; periodontite; cdo; inflamacao.

Introducao

A doenca periodontal (DP) tem alta prevaléncia em caes, estando presente
em 80% dos animais acima de quatro anos (Lund et al., 1999; Fernandes et
al., 2012; Stella et al., 2018; O’Neill et al., 2019). O primeiro sinal da DP é a
gengivite, identificada por hiperemia, edema e ulceragdo ou sangramento

espontaneo da gengiva. Se a placa bacteriana ndo € removida, a doenca
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infecto-inflamatdria cronifica, o epitélio gengival é destruido pelo infiltrado
celular inflamatério e pelas bactérias e seus subprodutos, tais como
colagenase, hialuronidase, protease, condroitina sulfatase e endotoxina,
causando vulnerabilidade dos tecidos, com perpetuacdo até os demais
elementos do periodonto: ligamento periodontal, cemento e osso alveolar
(Wolf et al., 2005; Harvey, 2005; Bellows et al., 2019).

Para que haja dano tecidual e progressao da doenca, ha complexa
interacdo entre o biofiime subgengival e os eventos imunoinflamatérios do
hospedeiro que se desenvolvem nos tecidos periodontais, em resposta ao
desafio apresentado pelas bactérias (Preshaw e Taylor 2012). Os fatores que
podem influenciar na progressao e na gravidade da DP s&o predisposicdo
racial, ma oclusao, habitos de mastigacdo e de higiene bucal, dieta, idade,
estresse e doenca sistémica (Wolf et al., 2005; Bellows et al., 2019).

Os mediadores inflamatorios produzidos localmente, como interleucinas 1
(IL-1a e B) e 6 (IL-6), prostaglandina E2 (PGE2) e fator de necrose tumoral (TNF-
a), além dos leucocitos e subprodutos bacterianos, especialmente
lipopolissacarideos migram para fora dos tecidos (espaco periodontal) devido ao
aumento da permeabilidade vascular (Niemiec, 2008), levando a destruicdo do
tecido conjuntivo, reabsor¢éo éssea e perda de insercdo do epitélio juncional da
gengiva (Cleland, 2000; Gurgel et al., 2004).

Todo esse fenbmeno infecto-inflamatério local, quanto mais intenso e
prolongado for, maior sera a resposta inflamatoéria sistémica gerada pelo animal
e maiores serdo os danos teciduais e orgéanicos (Kouki et al.,, 2013). Os
mecanismos propostos para as alteracdes sistémicas da DP sdo a bacteremia,

a liberacdo dos mediadores inflamatorios e a producao de proteinas de fase
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aguda, como proteina C-reativa, além da resposta imune, com a formacéo e
deposicao de imunocomplexos nos tecidos (Borgnakke, 2015).

Os ultimos 30 anos foram marcados pelas crescentes pesquisas sobre
a medicina periodontal em seres humanos, termo usado para se referir ao
impacto da infeccao e inflamacéo oral na saude geral (Beck et al., 2019). Ja
foram referidas 57 condicOes distintas potencialmente relacionadas a DP
(Monsarrat et al., 2016), sendo que as ja consagradas e mais frequentes sao
doenca cardiovascular, diabetes mellitus e resultados adversos da gravidez
(Beck et al.,, 2019). Recentemente, duas publicacbes demonstraram a
relacdo entre DP e doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) (Takeuchi et
al., 2019) e cancer oral (Shin et al., 2019).

Poucas pesquisas tém sido realizadas sobre o tema em cées. Os
primeiros estudos foram realizados em cadaveres e revelaram que animais
com DP grave a moderada apresentavam mais alteracfes microscopicas em
miocardio, valva mitral, rins (glomérulo e intersticio), e parénquima hepatico,
se comparado com os cdes com a DP menos severa (DeBowes et al., 1996;
Pavlica et al.,, 2008). Pesquisas subsequentes detectaram associacfes
significativas entre a gravidade da infeccdo oral e o risco aumentado de
doencgas cardiovasculares, como endocardite e cardiomiopatia (Glickman et
al., 2009). Em contrapartida, Peddle et al. (2009) n&do identificaram evidéncia
de associacao entre endocardite bacteriana, a presenca de DP e a realizacao
de procedimentos cirdrgicos orais ou nao orais.

Outros dois estudos identificaram que caes com DP em estagios mais
avancados apresentaram, apos tratamento, reducdo da concentracdo de

proteina C reativa (PCR) (Rawlinson et al., 2011; Simdes, 2016). Kouki e
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colaboradores (2013) detectaram correlagao positiva com os graus de DP e
PCR, sugerindo inflamacédo sistémica a partir da infeccdo oral. Também
observaram que o hematdcrito era inferior nos pacientes com DP. Um Unico
estudo em cées avaliou citocinas pré-inflamatorias identificando aumento da
IL-6 nos animais com DP, quando comparado ao grupo controle tratado
(Cardoso, 2012). Sun et al. (2009) apontaram que a PCR e a IL-6 como
possiveis mediadores envolvidos na associacdo entre doenca periodontal e
doencas sistémicas em humanos. A II-6 atua como mediadora central da
resposta de fase aguda e a principal citocina pro-coagulante, pois estimula a
producao e a elevacao das concentracdes plasmaticas de fibrinogénio, proteina
amiloide sérica, e em especial, a proteina C reativa (PCR) produzidas pelo figado
(Preshaw e Taylor, 2012; Tizard, 2014).

Em seres humanos ja foi demonstrado que adultos com DP tém 4,5 vezes
mais chance de apresentar doenca renal crénica (DRC) (Fisher e Taylor, 2009).
loannidou et al. (2012) identificaram maiores indices de PCR em pacientes
humanos com DRC e DP se comparado ao grupo com a afeccao renal e sem
DP, sugerindo que a infeccdo oral pode afetar o estado inflamatério sistémico
desses individuos.

DeBowes et al. (1996) identificaram em caes com DP, lesfes renais na
necropsia, tais como glomerulonefrite e nefrite intersticial. Nessa mesma
espécie, Glickman et al. (2009), em estudo longitudinal retrospectivo de
prontuarios médicos de 415.971 animais, observaram que pacientes com DP
apresentavam maior incidéncia de DRC do que aqueles que ndo apresentavam
a afecdo e que quanto mais avancado o estagio de doenca periodontal, maiores

as concentracdes séricas de creatinina, um marcador indireto da taxa de filtracédo
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glomerular.

A dimetilarginina simétrica (SDMA) € considerada um marcador da taxa de
filtracdo glomerular em cées, liberada e detectada na circulacdo quando,
aproximadamente, 25% da funcdo renal estd comprometida, enquanto o
aumento de creatinina somente é detectado quando mais de 66 a 75% dos
néfrons passam a ser afuncionais (DiBartola, 2000; Nabity et al., 2015; Pelander
et al.,, 2018). A avaliacdo do SDMA entdo pode ser util na avaliagdo das
consequéncias imunoinflamatérias da DP nos rins.

Portanto o objetivo do estudo foi avaliar indicadores sistémicos de
saude, por intermédio de valores hematoldgicos (eritrocitos, hematdcrito,
leucdcitos), de proteinograma, de bioquimicos (glicemia, albumina, ALT,
creatinina e SDMA) e da IL-6, de cdes com diferentes graus de DP pré e pés-

tratamento periodontal.

Materiais e Métodos

Comité de ética

O estudo obteve autorizacdo da Comissdo de Etica em Pesquisa no Uso
de Animais (CEUA) da PUCPR, sob nimero 01250 (Anexo 1). Foram incluidos
no estudo, 0s animais cujos proprietarios concordaram com os procedimentos e

gue assinaram o termo de consentimento de uso animal.
Delineamento experimental

7

O estudo é do tipo longitudinal, prospectivo, nao aleatorizado e

intervencionista.
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Foram incluidos no estudo caes de diversas racas, de ambos os sexos,
peso variando de 1,7kg a 39kg (média= 9,9kg e mediana= 5,6kg), idade acima
de 18 meses (media= 6,4 anos e mediana= 6 anos), condicdo corporal eutrofica,
castrados ou ndo e portadores de doenca periodontal em estagios 1, 2, 3 e 4

atendidos no Hospital Veterinario Clinivet®, localizado em Curitiba—PR, Brasil.

Foram excluidos do estudo cdes com sobrepeso ou obesos (escore
corporal de 7 a 9) e com outras doencgas sistémicas concomitantes, como
doencas dermatoldgicas, enddcrinas, respiratorias, cardiovasculares, renais,
hepaticas, autoimunes e neoplasicas; cdes que fizeram uso de corticoides;
receberam transfusdo sanguinea ou passaram por algum protocolo de
imunizacao pelo prazo de trés meses antes da inclusdo no projeto e no periodo

de 30 dias apds o tratamento periodontal e, cadelas em estro.

Para exclusdo de comorbidades, foi avaliado o histérico do paciente,
além da realizacdo do exame fisico e de exames laboratoriais de triagem:

hemograma completo, glicemia, alanina aminotransferase (ALT) e creatinina.

Protocolo experimental

Os animais incluidos no projeto foram avaliados em trés momentos
distintos. A primeira avaliagéo consistiu na realizagcdo de anamnese e exame
fisico completos e sendo este animal um candidato (respeitando os critérios
de incluséo e exclusao descritos acima) foram colhidas amostras de sangue
para as analises laboratoriais. Amostras de soro foram aliquotadas e
armazenadas sob congelamento a -20°C e posteriormente a -80 °C para

analises futuras de albumina, globulinas, IL6 e SDMA.

O paciente selecionado foi submetido ao segundo momento de
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avaliacao, 7 a 15 dias apds o primeiro, quando sob anestesia, foi realizada a
determinacdo do grau de doenca periodontal, seguido do tratamento
periodontal, permanecendo sob observacédo por 8 horas apds o término do

procedimento.

O momento 3 ocorreu 30 dias apds o tratamento periodontal
(correspondente ao 37° & 45° dia apds a inclusao no estudo). O objetivo neste
momento foi de avaliar a evolugdo pos-operatoria e realizar a coleta de
sangue para repeticdo dos exames de triagem e armazenamento de

aliquotas de soro para analises futuras de albumina, IL-6 e SDMA.

Coleta das amostras

Os cées foram submetidos as coletas das amostras, sob jejum alimentar
de 8 a 12 horas. O sangue foi obtido da veia jugular por meios assépticos
com seringas de 5 ou 10 mL e agulhas descartaveis com didmetros variados
de acordo com o porte do animal. As amostras foram acondicionadas em
frascos contendo EDTA, fluoreto de sédio e em frascos com ativador de
coagulo, e encaminhadas imediatamente para o Laboratério de Patologia
Clinica CLINILAB®, localizado no Hospital Veterinario CLINIVET®.
Aliquotas de soro foram separadas e armazenadas em frascos do tipo
Eppendorff a -20°C e na sequéncia mantidos em temperatura de -80 °C para
analises futuras tanto no momento pré-operatorio como no pos-operatorio

(30 dias apos).

Determinacao da ALT, creatinina, albumina, globulinas e glicemia

As amostras foram avaliadas com uso de kits comerciais especificos e

a leitura por espectrofotometria da albumina, conforme as técnicas
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empregadas rotineiramente no Laboratério de Patologia Clinica CLINILAB®.
Os valores de globulina foram calculados a partir do valor da proteina total

diminuido do valor da albumina.

Determinacéo da concentragéo séricade IL- 6

A quantificacdo da interleucina IL-6 foi realizada utilizando-se kit comercial
CCYTOMAG 90K (Milliplex® / EMD Millipore®) seguindo o protocolo padrdo

descrito pelo fabricante.

Determinacéo da concentracado sérica de SDMA

A avaliacdo da concentracdo sérica de SDMA foi determinada pelo
método de radioimunoensaio homogéneo, realizada na IDEXX®

Laboratories Brasil.

Classificacao do grau da doenca periodontal

Os caes selecionados foram encaminhados para tratamento periodontal
cirargico. Durante o procedimento foi realizado o exame clinico odontologico
para classificacdo da DP. Foi feita inspecéo visual e exploracado tatil das
superficies dos dentes com o auxilio de um explorador dentario. Além disso,
o periodonto foi avaliado por intermédio de uma sonda periodontal e
radiografia intra-oral de todos os dentes, com captacdo de imagem com
sensor odontologico Microimagem® (FIT tamanho T1) e software especifico
da marca. O aparelho utilizado para emissao de Raio X Procion® (lon 70x
movel digital). Os achados desses exames foram registrados em
odontograma especifico para a espécie e a DP classificada com base nos

seguintes critérios (Bellows et al., 2019): Estagio 1: apenas gengivite, sem
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migracao do epitélio juncional, mantendo preservada a margem 0ssea alveolar
em sua altura e arquitetura. Estagio 2: periodontite inicial, com perda menor que
25% do nivel clinico de insercdo, ou, no maximo, exposicao de furca estagio 1
no envolvimento de dentes multirradiculares. Neste estagio, ha sinais
radiograficos iniciais de periodontite. A perda clinica de insercdo € menor que
25% quando mensurada com o uso da sonda periodontal ou determinacao
radiografica da distancia da margem alveolar até a juncdo amelocementaria,
relativa ao comprimento da raiz avaliada. Estagio 3: periodontite moderada,
apresenta entre 25 e 50% de perda clinica de inser¢cdo, mensurada a partir do
uso clinico da sonda periodontal ou determinacao radiografica da distancia da
margem alveolar até a juncdo amelocementéria, em relacdo ao comprimento da
raiz avaliada, ou apresenta exposicdo de furca estdgio 2 em dentes
multirradiculares. Estagio 4: periodontite avancada, apresenta perda clinica de
insercao maior que 50%, mensurada a partir do uso clinico da sonda periodontal,
determinacdo radiografica da distdncia da margem alveolar até a juncédo
amelocementaria em relacdo ao comprimento da raiz avaliada, ou envolvimento

de exposicdo de furca estagio 3 em dentes multirradiculares.

O animal foi classificado quanto a DP nos estagios 1, 2, 3 ou 4,
considerando quando pelo menos um elemento dentario ja4 apresentava
alteracdo compativel o grau da doenca. Os animais dos estagios 2 e 3 foram,
posteriormente, reclassificados em grupo B, considerando que ambos os
estagios sdo considerados doenca moderada. Dessa forma, as analises foram
feitas considerando o Grupo A= estagio 1 da DP; Grupo B= estagios 2 e 3 da
DP; Grupo C= estagio 4 da DP, equivalente a doenca periodontal discreta,

moderada e severa, conforme Cardoso (2012).
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A gengivite foi pontuada em uma escala de 0 a 3, sendo 0= gengiva normal,
1= inflamacéo discreta (discreta alteracdo na cor, edema discreto e sem
sangramento na sondagem), 2= inflamacdo moderada (eritema, edema e
envidracamento com sangramento a sondagem) e 3 = inflamacédo grave
(eritema, edema ou ulceracdo e sangramento espontaneo) (AVDC, 2018;

Bellows et al., 2019).

Tratamento periodontal

Apés a classificacdo da DP, sempre o mesmo operador realizou o
tratamento periodontal sob anestesia geral, de acordo com as alteracfes
encontradas em cada dente, sendo que as técnicas cirargicas incluiram:
curetagem supra e subgengival, aplainamento radicular, gengivoplastia,
gengivectomia, extracdo dentaria e flape periodontal. Todos os dentes
passaram pela limpeza ultrassbnica com equipamento ultra scaler Kavo®
seguida por polimento com escova de Robinson e pasta abrasiva. O carter

odontologico utilizado em todos os procedimentos foi da marca Kavo®.

Protocolo anestésico

O protocolo pré-anestésico utilizado consistiu na associacdo de
dexmedetomidina 3 a 5 ug/kg e metadona 0,3 mg/kg pela via intramuscular;
apoés 15 minutos aproximadamente, a inducao foi realizada com propofol 4
mg/kg pela via intravenosa e para a manutencdo anestésica, realizou-se
intubacdo orotraqueal e oxigénio 100%, mantendo-se infusdo continua
intravenosa de dexmedetomidina 2 ug/kg/h, cetamina 0,6 mg/kg/h e propofol
18 mg/kg/h. Para analgesia pés-operatoria imediata, quando necessario,

utilizou-se dipirona 25 mg/kg por via subcutanea associada ou ndo a uma
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dose unica de carprofeno 3mg/kg pela mesma via.

Cuidados pOs-operatérios

Dependendo da extensdo do tratamento periodontal e das extracdes
dentarias, alguns cées receberam prescricdo de antimicrobiano amoxicilina com
acido clavulanico 20 mg/kg a cada 12 horas por via oral por 7 dias e como terapia
analgésica dipirona 25mg/kg a cada 12 horas por via oral associada ou ndo com
cloridrato de tramadol 2mg/kg a cada 12 horas por via oral, por no maximo, cinco
dias apO6s o procedimento odontolégico. Alguns cdes ndo necessitaram de
medicacdo no poés-operatério. Cuidados adicionais incluiram higienizacéao oral
com digluconato de cloredixine a 0,12% a cada 12 horas por no maximo sete

dias e escovacao diaria com pasta especifica para caes.

Andlise estatistica

O programa estatistico utilizado foi IBM SPSS, versao 24. As comparacoes
das médias das variaveis eritrécitos, hematacrito, leucdécitos, glicemia, albumina,
globulinas, ALT, creatinina e SDMA entre os grupos de doenca A, B e C foram
realizadas pela ANOVA Tipo lll, sempre que verificada a homogeneidade de
variancia pelo teste de Levene. Quando rejeitada a hipétese de nulidade pela
ANOVA, foi realizado o teste de Tukey, quando observada homogeneidade, caso
contrério, foi utilizado o teste de Bonferroni, para minimizar o erro tipo Il. Todas
as avaliagbes foram realizadas com um nivel de significancia de 0,05. As
comparacdes de médias entre 0s momentos pré e pos-tratamento foram
realizadas pelo teste t de Student em par de médias (p< 0,05). Para a variavel
IL-6 foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann-Whitney

(Wilcoxon) (p< 0,05).
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A correlagao entre as variaveis eritrocitos, hematdcrito, leucécitos, glicemia,
proteina total, globulinas, albumina, ALT, creatinina, SDMA, IL6, idade e peso
foram feitas pelo teste de Pearson (p< 0,05). A correlacdo entre gengivite e as

demais variaveis foi feita pelo teste de Spearman (p< 0,05).

Resultados

Dos 41 cées selecionados inicialmente para o estudo, trés foram excluidos
por falta de retorno na avaliacdo p6s-operatoria, um por apresentar erliquiose e
outro por desenvolver reacdo a picada de inseto durante o periodo de
acompanhamento. Portanto, 36 cades foram incluidos no estudo, sendo 12
animais com DP grau 1, oito animais com DP grau 2, quatro animais com DP
grau 3 e 12 animais com DP grau 4. Para as analises estatisticas, os animais
dos estagios 2 e 3 foram reclassifcados em grupo B. Entdo, as analises foram
feitas considerando o Grupo A = estagio 1 da DP; Grupo B = estagios 2 e 3 da
DP; Grupo C = estagio 4 da DP, equivalente a DP discreta, moderada e severa,

respectivamente.

A idade dos cées variou de 1 a 12 anos (média = 6,47 anos e mediana= 6
anos) e o peso corporal variou de 1,7 kg a 39 kg (média = 9,9 kg e mediana= 5,6
kg). Houve diferenca significativa entre os grupos A e C em relacdo ao peso
(Figura 1). A distribuicdo das racas em cada grupo esta apresentada na Tabela
1. Os escores corporais (escala de 1 a 9) variaram de 4 a 6, sendo 26 animais
com escore 5, oito animais com escore 4 e dois animais com escore 6. Vinte e

trés caes eram fémeas e 13 eram machos.
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Tabela 1. Distribuicdo do nimero de cdes conforme araca nos grupos A, B e C.

GRUPOS
RACAS Grupo A Grupo B Grupo C
Bernese montain 1
dog
Boxer 1
Bulldog 1
Collie
Golden retriever 1
Lhasa apso 1 1
Pinscher
Poodle
Maltés 1
Sem raca definida 5 4 1
Shitzu 1
Yorkshire 1 1 3
West highland 1
white terrier
Whippet 1

Quanto ao escore de gengivite, seis animais apresentaram gengivite grau
1, 27 caes grau 2 e trés individuos grau 3. Quando a analise foi feita dentro de
cada grupo, 83% (n=10) dos caes do grupo A e C apresentaram gengivite grau
2, ja no grupo B, 58% (n=7) dos animais apresentaram gengivite grau 2 (Figura

2).
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Figura 1. Valores de peso (A) e idade (B) de caes com DP, pertencentes aos
grupos A, B e C. *: Diferenca significativa entre os grupos A e C. Valores
representados em média e desvio padréo.
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Figura 2. Numero de animais com DP conforme o grau de gengivite,
pertencentes aos grupos A, B e C.
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As andlises realizadas entre 0s momentos pré e pds-tratamento periodontal
em cada grupo, demonstraram haver diferenca nos valores de eritrocitos (p=

0,034), estando mais baixo no momento pré do grupo C (média= 7,63 x105/mm?3)
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em comparacdo com o momento pés-tratamento (média= 8,08 x108/mm?3);
albumina (p= 0,010), com valores séricos inferiores no momento pré tratamento
do grupo C (média= 47,21 g/dL) se comparado ao momento pés (média= 50,01
g/dL) e a IL-6 (p= 0,007) com concentracdes séricas mais elevadas no momento
pré do grupo A (média= 44,35 pg/mL), quando comparada ao momento pos-
tratamento (média= 13,6 pg/mL). Nesse grupo todos 0s animais apresentaram
reducado dos valores de IL-6 ap0s o tratamento, no grupo B 66,7 % dos animais

(n=8) e no grupo C 33,3% (n=4) deles.

As comparacdes entre os grupos A, B e C em cada momento
demonstraram diferenca nas concentracées de SDMA (p= 0,0123), no momento
pos-tratamento entre os grupos B (média= 9,17 pg/dL) e C (média= 11,83 pg/dL).
No entanto, observando os individuos de cada grupo entre 0s momentos pré e
pos-operatorio, mesmo sem diferenca significativa, notou-se que no grupo A
houve reducédo do SDMA em 66,7 % (n= 8) dos animais, no grupo B em 42% (n=

5) deles e no grupo C em apenas 25% (n= 3) dos caes.

As variaveis hematdcrito, leucdcitos, proteinas plasmaéticas totais,
globulinas, glicemia, creatinina e ALT ndo apresentaram diferencas significativas
entre 0S grupos e entre os periodos pré e pos-tratamento em cada grupo. No
entanto, avaliando-se individualmente a glicemia em cada grupo, observou-se
que no grupo A sete animais (58%) apresentaram reducdo da glicemia apds o
tratamento, j& no grupo B somente trés animais (25%) e no grupo C, metade dos
caes (50%). As medias da glicemia no momento pré do grupo A foi de 91,4 mg/dL
e no momento pos 93 mg/dL, no grupo B a média pré tratamento foi 92,5 mg/dL
e no momento poés-tratamento 95,5 mg/dL, ja no grupo C foi de 91,7 mg/dL no

pré e 92,1 mg/dL no momento pos-tratamento.
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Tabela 2. Comparacdo da contagem de eritrécitos, niveis de SDMA, albumina e
IL-6 entre 0s momentos pré e pos-operatério em cada grupo, bem como entre 0s
grupos A,BeC.

GRUPO
PARAMETRO Grupo A Grupo B Grupo C rgggn(iiea
DP 1 DP2eDP 3 DP 4 p-valor
Eritrécitos
(milhdes/mms3)
Pré-operatério 7,80£0,63 8,09+0,64 7,630,692 0,2394
P6s-operatério 7,8640,66 7.87+1,27 8,08+0,7° 0,8068 mfﬁéjsfﬁfms
p-valor 0,350 0,272 < 0,05
SDMA (ug/dL)
Pré-operatério 12,2542,42 10,00£1,81 12,25£4,49 0,1420
Pés-operatorio 11,33+1,83% 9,17+1,47% 11,83+2,98Y <0,05 0a1l6ug/dL
p-valor 0,076 0,109 0,315
Albumina (g/dL)
Pré-operat6rio 3,12+0,32 3,29+0,31 2,95+0,372 0,0587
P6s-operatério 3,19+0,24 3,25+0,28 3,06+0,30° 0,2302 2*2 /":‘jf' 0
p-valor 0,137 0,159 < 0,05
IL-6 (pg/mL)
Pré-operatorio (s-igggz)a (9,25:?-'22963) (6,22333,22) 0,528
Pos-operatorio (7,4%—39'220)b (8%%58034) (5,12?7'2;87) 0,331
p-valor <0,01 0,255 0,894

DP 1=Doengca periodontal grau 1; DP 2=Doenc¢a periodontal grau 2; DP 3=Doenga periodontal grau 3; DP
4=Doenca periodontal grau 4; SDMA=Dimetilarginina simétrica; IL-6=Interleucina 6; Resultados de
eritrocitos, SDMA e albumina em média t+desvio padrdo; Resultados de IL-6 em média (minimo-méaximo);
n=12.

XY valores em linha com diferentes letras sobrescritas diferem entre si (p<0.05)

ab v/alores em coluna com diferentes letras sobrescritas diferem entre si (p<0.05)

As analises de correlagcdo entre as variaveis eritrocitos, hematdcrito,
leucocitos, globulinas, glicemia, albumina, ALT, creatinina, SDMA, IL6, idade e
peso, sem distincdo de grupos, mostraram correlacdo negativa entre eritrécitos

e SDMA, leucacitos e albumina e SDMA e albumina (Tabela 3). Quando a analise
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foi feita em cada grupo, somente houve correlacdo no grupo A, sendo negativa
entre eritrocitos e SDMA, leucdcitos e albumina e SDMA e albumina, e
correlacdo positiva entre eritrocitos e albumina (Tabela 4). Nao foi observada
correlacdo entre gengivite e as demais variaveis.

Tabela 3. Correlagéo entre a contagem de eritrécitos, leucécitos, niveis de SDMA

e albumina em todos os animais com DP avaliados sem distin¢gdo de grupos A, B
eC.

Parametro Eritrocitos Leucdcitos SDMA Albumina
Eritrécitos - - -
p-valor 0.4764 0.0496* 0.9244
Leucdcitos - + -
p-valor 0.4764 0.2604 0.0006*
SDMA - - -
p-valor 0.0496* 0.2604 0.0195*
Albumina - - -
p-valor 0.9244 0.0006* 0.0195*

+=Correlacao positiva; -=Correlacdo negativa; *significancia estatistica com p<0,05; n=12.

Tabela 4. Correlacédo entre a contagem de eritrécitos, leucocitos, niveis de SDMA
e albumina nos animais com DP do grupo A.

Grupo A
Parametro Eritrocitos Leucdcitos SDMA Albumina
Eritrdcitos + - +
p-valor 0.8675 0.0371* 0.029*
Leucdcitos + - -
p-valor 0.8675 0.1513 0.0106*
SDMA - - -
p-valor 0.0371* 0.1513 0.8847
Albumina + - -
p-valor 0.029* 0.0106* 0.8847

+=Correlacao positiva; -=Correlagdo negativa; *significancia estatistica com p<0,05; n=12.

46



Discussao

Os estudos relacionando DP e alteracdes sistémicas em seres humanos
sdo expressivos e evoluiram substancialmente nos ultimos 30 anos, no entanto
em cdes os estudos pioneiros foram em caddveres e sdo mais recentes
(DeBowes et al., 1996; Pavlica et al., 2008), todavia tiveram papel
fundamental, diante dos resultados encontrados, em alertar para a necessidade
de pesquisas adicionais sobre o impacto da DP na saude desses animais e quais

sistemas e/ou 6rgaos podem ser potencialmente atingidos.

No presente estudo, a populacdo estudada foi bem heterogénea em
relacdo a idade e ao peso, sem inclusdo de animais com sobrepeso ou
obesos. O conhecimento atual baseado principalmente em estudos com
seres humanos e roedores, aponta que individuos obesos tém niveis mais
altos de citocinas proé-inflamataorias, por exemplo IL-6 e TNF, de proteinas de
fase aguda, como PCR, e uma expressdo aumentada de adipocinas, por
exemplo leptina elevada e adiponectina diminuida (Shoelson et al. 2006).
Estudos com caes obesos que seguiram programa de perda de peso
sugerem que a obesidade canina também estd correlacionada com a
inflamacéo de baixo grau e que é reduzida apds a perda de peso (German
et al.,, 2009). Eirmann et al. (2009) comparando cdes magros e obesos,
observaram gue os acima do peso apresentaram niveis mais altos de PCR.
Diante desse contexto, a obesidade poderia interferir nos parametros
avaliados, levando a interpretagcdes inadequadas quanto ao papel da DP na
inflamacéo sistémica, por isso animais com escore corporal acima de 6/9 ndo

foram incluidos no presente estudo. Nao ha informacfes quanto ao escore
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corporal dos animais nos demais estudos sobre o tema (Glickman et al.,
2009; Peddle et al., 2009; Glickman et al., 2011; Rawlinson et al., 2011;

Cardoso, 2012; Simdes, 2016).

Na figura 1 é possivel perceber que quanto maior o grau da DP, menor
era o porte do animal e mais avancada era a idade. Ja foi demonstrado que
a incidéncia e a gravidade da DP aumentam com a idade, pois € uma doenca
de carater crbnico e progressivo (Harvey, 2005). Caes de portes pequenos
se mostraram particularmente mais suscetiveis em comparacdo com racas
de grande porte. Ha relatos que caes de pequeno porte apresentam mais
célculo, inflamacdo gengival, exposicdo de furca e perda de insercao
gengival e um inicio mais precoce da doenca do que cdes maiores,
principalmente pelo pequeno tamanho da boca, pela proximidade maior entre
os dentes e, que algumas vezes, ainda sao mal posicionados (Harvey et al.,
1994; Kyllar e Witter, 2005; Kortegaard et al., 2008; Pavlica et al., 2008; O’Neill
et al., 2014; Glickman et al., 2009; Wallis et al., 2019). Acredita-se ainda, que 0
hébito de vida desses animais faz com que fiqguem a maior parte do tempo em
espaco intradomiciliar, com ambiente restrito, 0 que pode gerar mais ansiedade,
necessidade de se alimentar com mais frequéncia, além de faciliar o acesso a
petiscos caseiros. As cavidades orais pequenas também dificultam a escovacéo.
Adicionalmente, acredita-se que predisposicdo genética possa ser um dos
fatores que explicam a alta suscetibilidade a doenca periodontal nesses
animais de peque porte. No entanto, o conhecimento da genética das
doencas periodontais ainda é muito limitado devido a sua natureza poligénica
e as interacdes ambientais e comportamentais (Wallis et al., 2019). Diante

desse contexto, é de suma importancia que caes de pequeno porte passem por

48



avaliacao periédica odontoldgica, tenham habitos de higiene oral diario e facam
profilaxia profissional frente a sinais precoces de deposicao de placa bacteriana,

calculo e presenca de genvite.

Pode-se dividir as analises feitas nesse estudo em quatro grupos, com
base nos objetivos em identificar alteracbes sistémicas da DP em
determinados 6rgdos e/ou sistemas. Essas variaveis foram escolhidas com
baseadas em estudos prévios ja realizados em que pesquisadores
detectaram associacao entre DP e alteracdes em determinados 6rgaos ou
alteracdes em valores hematolégicos e bioquimicos (DeBowes et al., 1996;
Pavlica et al., 2008; Rawlinson et al., 2011; Cardoso, 2012; Kouki et al.,
2013), aliado a disponibilidade de anélise no momento de realizagdo da
pesquisa. Para avaliar presenca de inflamacao sistémica, optou-se pela
mensuracdo de IL-6, albumina, contagem de eritrocitos e leucocitos; e da
taxa de filtracdo glomerular pela andlise da creatinina e SDMA; degeneracao
e necrose hepatocelular pela mensuracdo de ALT e presenca de
hiperglicemia pela afericdo da glicemia. Todos os cées foram considerados
seus proprios animais de controle, uma vez que os estados periodontais

saudaveis foram alcancados 30 dias ap0s o tratamento periodontal.

A gengivite crbnica ocorre em duas a trés semanas apds o inicio do
acumulo de placa. Essa inflamacéo crénica € acompanhada de acumulo de
linfécitos e plasmacitos, proliferacdo de capilares e destruicdo de colageno
(Fiorellini et al., 2012). Todos os animais do estudo apresentaram inflamacao
gengival, independente do grupo, sendo a maioria de grau 2, sinalizando doenca
ativa e a cronicidade do quadro infectoinflamatorio. Mesmo no grau | da DP

caracterizada somente pela presenca de gengivite e sem formacao de bolsas
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periodontais profundas e/ou perda Ossea associadas, 0S eventos
imunoinflamatérios do hospedeiro ja estédo presentes. Isso foi demonstrado, pois
0S animais apresentaram IL-6 mais elevada antes do tratamento periodontal,
assim como no estudo de Cardoso (2012). A IL-6 é o principal regulador da
sintese proteica em fase aguda e um dos marcadores inflamatérios mais
estudados na doenca periodontal, jA comprovada a sua elevacdo em humanos
nos diferentes graus da doenca (Radafshar et al., 2010; Keles et al., 2014).
Infelizmente, a fase inicial da doenca em cdes ainda é comumente
negligenciada, o que contribui para a progressao da doenca para 0s estagios
mais avancados. No estudo de Kouki et al. (2013) foi interessante observar a
relacdo significativa entre PCR e o0s escores elevados de gengivite, em
detrimento dos escores de perda éssea, sugerindo que a intensidade da
inflamacdo gengival é proporcional a intensidade da resposta inflamatoria
sistémica desencadeada pelo hospedeiro e ndo apresenta relacéo direta com a

severidade da doenca.

Houve redugéo da IL-6 na maioria dos animais do grupo B e em menor
expressividada do grupo C, mesmo sem diferenca significativa. Sabe-se que a
condicao oral é multifatorial e complexa e seu desenvolvimento depende do
padrdo de resposta do individuo. A afec¢cédo apresenta fases de quiescéncia e
atividade, e identificar clinicamente 0 momento em que a doenca se encontra €
um dos grandes desafios nas pesquisas em seres humanos e em animais. A
regulacdo do sistema imune e do padrdo de resposta inflamatéria pode ser a
justificativa para esses achados. Postula-se que a interagdo dinamica entre
célula T-helper 1 e T-helper 2 representa uma possivel explicagédo para aspectos

das flutuacdes na atividade da doenca e da progresséo clinica observada na DP,
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além da identificacdo de outras subpopulacdes de células T com funcéo

regulatoria, que suprimem respostas imunes (Preshaw e Taylor, 2012).

Um efeito final & distancia das citocinas produzidas pelos macrofagos é
induzir a leucocitose. Varios estudos em humanos demonstraram leucocitose
discreta na periodontite em comparacdo com individuos saudaveis e que
com o aumento da gravidade e extensdo da periodontite, 0 numero periférico
de glébulos brancos aumenta (Loos et al., 2000; Kowolik et al., 2001;
Radafshar et al., 2010) A auséncia de leucocitose no presente estudo pode
ser devido a adaptacdo da medula éssea nas inflamacdes cronicas (Latimer e
Tvedten, 2004). E possivel que essas células sejam recrutadas em niveis mais
elevados durante episodios inflamatérios exacerbados de periodontite, diante da
bacteremia ou presenca de LPS na circulacao sistémica (Tizard, 2017). Sabe-se
que ocorre bacteremia constante durante mastigacéo e escovacao dentaria em
pacientes com doencga periodontal crénica, gerando endotoxemia subclinica,
desencadeando estimulo continuo ao sistema imune inato e humoral do
hospedeiro, o0 que desempenha papel no desenvolvimento de doencas
sisttmicas, mas sem necessariamente aumento dos leucdcitos (Kinane e

Lappin, 2001).

A albumina é uma proteina de fase aguda negativa de facil mensuracao na
inflamacdo. Em nosso estudo os valores de albumina maiores ap0s o tratamento
periodontal no grupo C, pode estar relacionada a inflamacédo causada ou ndo
pela bacteremia. Essa bacteremia € normalmente transitoria e a cronicidade e a
natureza da doenca periodontal podem permitir que o figado se adapte a
producédo de albumina (Tizard, 2017), de modo que a variagdo na concentracao

seja minima a zero, razdes pelas quais pode nao ter ocorrido diferenca entre os
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momentos pré e pos tratamento nos demais grupos. No estudo de Kouki et al.
(2013) a albumina nao foi estatisticamente relacionada a nenhum outro
parametro na DP de cades. No presente estudo houve, forte correlacdo negativa
entre o numero de leucocitos e a concentracdo de albumina, sugerindo sua
reducdo, diante da presenca da inflamacdo, além da possivel proteindria,
causada por lesdo renal por deposicdo glomerular de imunocomplexos e
inflamacédo do 6rgdo. Esse marcador pode ser usado como adicional nas

avaliacoes clinicas dos pacientes.

Processos inflamatérios crénicos podem causar anemia, por
indisponibilizar ferro para os precursores eritroides mediado por proteinas de
fase aguda liberadas pelo figado e também pela lactoferrina (Nelson e Couto,
2006). Sugere-se que a hipoferremia forma um mecanismo protetor do sistema
imunolégico, uma vez que o ferro contribui para o crescimento de alguns
microrganismos (Waner e Harrus, 2000). No presente estudo, foi observado
aumento significativo na contagem de eritrécitos no pos-operatério do grupo C,
mesmo que ainda dentro dos valores de referéncia, esse resultado sinaliza para

o papel da inflamagé&o sobre a eritropoiese.

Exame histopatolégico de figado de caes com DP identificaram regides
multifocais leves a moderadas de inflamacao (DeBowes et al., 1996; Pavlica
et al., 2008). No presente, foi possivel utilizar a ALT como marcador de
degeneracdo e necrose hepatocelular. Além disso, as concentracdes de
albumina podem ser usadas na deteccao de doenca hepatica, pois a doenca
inflamatoria cronica pode causar hipoalbuminemia (Webster, 2005). N&o foi
detectado aumento das concentracdes de ALT antes do tratamento e nem

reducdo quando os animais ja estavam com o periodonto saudavel. Esses
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resultados séao similares aos encontrados por Rawlinson et al. (2009), que
avaliaram, além da ALT, também AST, GGT e bilirrubina total, sem achados
significativos. Aumentos na atividade da ALT sao observados com necrose
hepatocelular e inflamacéo, é provavel que o insulto nos pacientes avaliados
seja discreto e de significado clinico minimo, porém sugere-se investigacao

mais detalhada do impacto da DP sobre o figado.

A relagao entre DP e diabetes mellitus foi claramente estabelecida em
humanos; os estudos confirmam relagcédo bidirecional das duas doencas, ou
seja, o DM favorece o desenvolvimento e a gravidade da DP, e 0o componente
inflamatdério gerado pela DP pode afetar negativamente o controle metabdlico
do DM, devido a resisténcia insulinica causada pela inflamacao
(Thorstensson, 1996; Morita et al., 2010; Borgnakke et al., 2013; D’Aiuto et
al., 2018). Foram encontrados somente dois relatos de cées diabéticos com
infeccdo oral e que se beneficiaram, em relagdo ao controle glicémico, do
tratamento odontolégico (Van Nice, 2006; Poppl et al., 2014). Portanto,
suspeita-se que em caes essa relacdo também exista, no entanto, nenhuma
pesquisa até o momento confirmou essa hip6tese. No presente estudo,
apesar de néo terem sido encontradas diferencas significativas dos valores
glicémicos entre os grupos de gravidade de doenca e nem entre 0s
momentos avaliados, nos grupos A e C observou-se reducédo da glicemia em,
pelo menos, metade dos animais. Dessa forma, recomenda-se futuros
estudos sobre o impacto da inflamagéo sobre os mecanismos de resisténcia
insulinica, e que envolvam DP e cées diabéticos, com o objetivo de identificar

nessa populacédo o quanto a infeccéo oral prejudica o controle glicémico.

O risco aumentado de DRC em seres humanos portadores de DP ja esta
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estabelecido e que a existéncia de uma das afecc¢des favorece o surgimento ou
a piora da outra (Fisher e Taylor, 2009; Borgnakke 2015; Fernandes, 2017,
Pimentel, 2018). Em cédes um Unico estudo, de carater longitudinal retrospectivo
demonstrou que pacientes com DP apresentavam maior incidéncia de DRC do
que aqueles que nao apresentavam a afeccdo e, que quanto mais avang¢ado o
estagio de doenca periodontal, maiores as concentracfes séricas de creatinina,
um marcador indireto da taxa de filtracdo glomerular. Nessas espécies sugere-
se insulto renal devido ao aumento da producédo de mediadores inflamatorios
proporcionada pela periodontite, que estimula o sistema imunologico e também
eleva a producédo da proteina C-reativa, ocasionando a glomerulonefrite. Além
desse mecanismo, as lesdes renais podem ser causadas diretamente pela
bacteremia e as endotoxinas produzidas pelas bactérias, causando pielonefrite
e nefrite intersticial (Fernandes, 2017; DeBowes et al., 1996), e pelo dano

glomerular por complexo imune (DeBowes et al., 1996).

No presente estudo, os cdes do grupo C, no momento pds-tratamento
periodontal apresentaram concentracées de SDMA significativamente elevadas
se comparado ao mesmo momento no grupo B. No entanto, quando avaliado
individualmente cada animal dentro dos grupos, notou-se que poucos animais
se beneficiaram do tratamento periodontal no grupo C, mantendo seus valores
de SDMA aumentados. A partir dessa analise sugere-se gue nos estagios A e B,
apos recuperacao da saude oral, ha reducado da inflamacéo e melhora da taxa
de filtracdo glomerular, porém no grupo C, mesmo apos o tratamento, os valores
foram mais elevados, porque a lesao renal pode ja ser definitiva, diante da
condicdo infectoinflamatoria mais intensa e crénica da doenga. Em casos

extremos, quando um processo da doenca lesiona suficientemente os
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glomérulos e/ou intersticio, pode resultar em DRC (Polzin, 2011). Nao ha
conhecimento até o momento da existéncia de estudos em caes avaliando o

impacto da DP sobre os valores de SDMA.

Esse fato, aliado a reducdo de IL-6 no grupo A apds tratamento, sugere
inflamacéo e alerta para a importancia de se realizar o tratamento precoce,
impedindo a evolugéo da doenca para os estagios mais avancados e a instalacdo
de lesdes irreversiveis em Orgdos e sistemas. Esse raciocinio €, ainda,
confirmado pelo fato de ter sido identificada correlacdo negativa entre SDMA e
eritrécitos e albumina. Frente a reducdo das hemacias circulantes, ha reducao
da taxa de filtracdo glomerular, consequentemente aumento do SDMA. A
albumina como marcador inflamatério negativo, diminui conforme o SDMA
aumenta, sugerindo a condicdo inflamatéria do paciente. Outra possibilidade
pode ser a lesdo glomerular j& instalada, causar proteindria. A pesquisa de

albumina na urina desses pacientes, poderiam confirmar essa hipotese.

N&o houve diferencas significativas sobre os valores de creatinina, uma vez
gue esse marcador indireto de taxa de filtracdo glomerular aumenta somente
guando a lesdo renal jA esta avancada, enaltecendo a importancia de um
marcador precoce de lesdo renal e necessidade do tratamento periodontal
precoce. O estudo realizado por Rawlinson et al. (2009) avaliou alguns
marcadores de alteragcéo renal em cées (creatinina, relacéo proteina creatinina
urinéria, densidade urinaria, fésforo) ndo conseguindo concluir relacdo direta

com a DP ou a gravidade da mesma.

Estudos de intervencdo na década de 2000 mostraram que a terapia

periodontal pode modular fatores de risco para doencga cardiovascular em
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humanos. Além disso, um ensaio randomizado de 2007 sustentou que a
instrumentacédo periodontal € um estressor sistémico de curto prazo, mas
também documentou reducdo substancial na inflamacéo sistémica apoés
tratamento periodontal (Tonetti et al., 2007). Esses autores também
mostraram que a terapia antimicrobiana local adjunta melhorou a inflamacéao
sistémica, demonstrando que o tratamento periodontal pode melhorar a
funcédo endotelial e reduzir os marcadores inflamataorios relacionados ao risco
cardiovascular. Foi perceptivel no presente estudo que o tratamento
periodontal, especialmente quando da remocdo da placa bacteriana e
célculo, reduz nas horas subsequentes, a hiperemia e 0 edema gengival,
pois a remocéo das bactérias periodontopatogénicas cessa o0 processo de
agressao tecidual, interrompendo a progressao da DP e, possivelmente o
impacto sobre a saude sistémica, especialmente no estagio inicial da
doenca, com areducédo da IL-6 pés tratamento. Infelizmente, no estagio mais
grave da doenca, lesdes renais podem ser irrerversiveis. Os estudos com
caes que foram submetidos ao tratamento periodontal comprovaram esses
beneficios (Rawlinson et al., 2009; Cardoso, 2012). O periodo de 30 dias de
reavaliacdo foi escolhido para permitir que os valores retornassem dentro
dos respectivos intervalos de referéncia e para garantir a cura oral adequada
apés o tratamento e a adequada interpretacdo dos marcadores de saude

sistémica na auséncia de doenca oral.

Diferencas individuais na regulagcdo da resposta inflamatéria podem
contribuir para a suscetibilidade periodontal. Na odontologia humana, € bem
reconhecido que existem alguns “fendtipos hiperinflamatérios” cujas vias

imunorreguladoras sdo bastante alteradas (Gaudilliere et al.,, 2019). Essa
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caracteristica genética, além do comportamento variavel na DP, em relacdo as
fases de atividade e quiescéncia, podem ser extrapoladas para caes, justificando
os resultados em cada um dos momentos distintos e entre os grupos, diferentes

dos esperados sob, especialmente, os marcadores inflamatorios avaliados.

Conclusoes

A andlise dos resultados deste estudo revelou que caes com DP
discreta apresentam valores elevados de IL-6 se comparado ao momento
pos tratamento periodontal. Apds tratamento da DP, observou-se que quanto
maior a severidade da doenca menor a recuperacao da taxa de filtracdo
glomerular.

Embora nenhuma relacéo causal possa ser comprovada pelo presente
estudo, a associacdo da DP a carga inflamatoria sistémica geral e a saude
de Orgaos destaca a necessidade de pesquisa continuada e a importancia
do tratamento precoce da infeccdo oral para evitar danos irreversiveis locais

e sistémicos.
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CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS

A doenca periodontal tem alta prevaléncia em caes, afetando em
torno de 85% dos animais acima dos quatro anos de idade. Apresenta carater
infeccioso multiplo, que na sua fase inicial &€ caracterizada pela gengivite,
seguida de lesdes periodontais extensas, desencadeando resposta
inflamatoria local e sistémica no paciente. Em seres humanos, o estudo das
consequéncias sistémicas da DP chama-se medicina periodontal e é
amplamente pesquisada h& aproximadamente 100 anos.

Pesquisas confirmaram o impacto da DP sobre mais de 50
condicdes sistémicas, com marcante relacdo entre a doenca oral e condicfes
cardiovasculares, resisténcia insulinica, transtornos na gravidez e doenca
renal crObnica. Em cées, os dois primeiros estudos sobre o tema sinalizaram
gue alteracgdes patoldégicas nos 6rgdos poderiam estar relacionadas a DP.
Na sequéncia estudos in vivo mostraram haver relacéo da infeccdo oral com
alteracOes sistémicas cardiacas, renais e inflamatodrias. Ainda assim, €&
escasso 0 conhecimento sobre o tema em caes, sendo fundamental
investigacdes sobre o impacto da DP na salude sistémica desses animais.
Dois desses estudos foram retrospectivos, com questionamento quanto a
metodologia empregada.

A andlise dos resultados da presente tese revela associacdes entre a
DP e alteracBes sistémicas sob aspectos inflamatério e renal, mesmo nos
estagios iniciais da doenca. O tratamento da DP impactou sobre a IL-6,
demonstrando ser efetivo no combate a inflamacéo. Adicionalmente, pode-
se observar que quanto maior a severidade da doenca, menor a recuperagao
da taxa de filtracdo glomerular, mesmo apés tratamento da infeccédo oral.
Essa relacéo foi percebida por meio de analise de um marcador precoce de
lesdo glomerular, o SDMA. A creatinina, que € amplamente utilizada nao
demonstrou mudanca de valores nos periodos pré e poOs-tratamento, pois
sua concentracdo aumenta quando a leséo renal ja esta em fase avancada.

Alguns desses achados sdo compativeis com os resultados de

estudos mais extensos em seres humanos. Embora nenhuma relagdo causal
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possa ser comprovada pelo presente estudo, ele sinaliza associacdo da DP
a alguns disturbios sistémicos, destacando a necessidade de pesquisa
continuada e a importancia do tratamento precoce da infeccao oral para
evitar danos irreversiveis locais e sistémicos. Portanto, essa pesquisa aponta
para inameros caminhos que precisam se explorados na medicina de caes e
gatos, pois ainda ha grande desconhecimento sobre o tema, especialmente
guando comparado a medicina periodontal em humanos.

Estudos em pacientes com DP e diabetes sao fundamentais para
entender se a DP em caes causa resisténcia insulinica, assim como
observado em seres humanos. Além disso, pacientes com doenca renal,
precisam ter controladas todas as possiveis causas de agressao renal adicional,
como doencas inflamatorias cronicas, com a finalidade de reduzir a velocidade
de progresséo da doenca e aumentar a expectativa e qualidade de vida deste
paciente. Dessa forma estudos em cdes com DP e também DRC sao

fundamentais.
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English or in any other language, including electronically without the written consent of the copyright-
holder. To verify originality, your article may be checked by the originality detection service Crossref
Similarity Check.
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and promotes equal opportunities. Articles should make no assumptions about the beliefs or
commitments of any reader, should contain nothing which might imply that one individual is superior
to another on the grounds of race, sex, culture or any other characteristic, and should use inclusive
language throughout. Authors should ensure that writing is free from bias, for instance by using 'he
or she', 'his/her' instead of 'he' or 'his', and by making use of job titles that are free of stereotyping
(e.g. 'chairperson' instead of 'chairman' and 'flight attendant' instead of 'stewardess').

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request such
a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason
for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed.
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authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in an online issue,
any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your article is
more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to consider transferring
the article to one of those. If you agree, your article will be transferred automatically on your behalf
with no need to reformat. Please note that your article will be reviewed again by the new journal.
More information.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (see
more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of
the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version
of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations. If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission
from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for
use by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an
'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of gold open access
articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.
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You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
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Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to comply
with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the author for the gold
open access publication fee. Details of existing agreements are available online.

After acceptance, open access papers will be published under a noncommercial license. For authors
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Subscription

o Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our universal access programs.

* No open access publication fee payable by authors.
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funder or institution.
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Language Editing service available from Elsevier's Author Services.
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Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

Authors are requested to suggest the names of up to 5 referees (with email addresses)
whom they feel are qualified to evaluate their submission. Submission of such names does
not, however, imply that they will definitely be used as referees.

For queries concerning the submission process or journal procedures please visit the Elsevier Support
Center. Authors can check the status of their manuscript within the review procedure using Elsevier
Editorial System.

Submit your article
Please submit your article via https://www.evise.com/profile/api/navigate/RVSC.

PREPARATION

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed by the
editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. More
information on types of peer review.

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: https://www.elsevier.com/guidepublication). Note
that source files of figures, tables and text graphics will be required separate file submissions. 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.

Form of papers

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods
that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly
from a previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications
to existing methods should also be described.

Results
Results should be clear and concise.

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.
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Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

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

e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. 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.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are kept up to date by the corresponding author.

e 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.

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your article via
search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the novel results of
your research as well as new methods that were used during the study (if any). Please have a look
at the examples here: example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please
use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including
spaces, per bullet point).

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Abstract, self-contained and embodying the main conclusions. It should note the relevance to
veterinary science as well as the aims and objectives of the work. Sentences such as 'the results are
discussed', which merely describe the paper, are not allowed.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of their images
and in accordance with all technical requirements.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American 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.
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Authors are asked to explain each scientific abbreviation at it first occurrence in their papers; for
example, complement fixations test (CFT). The policy of the journal with respect to units and symbols
is that SI (System International) symbols should be used.

All contributors who do not meet the criteria for authorship as defined above should be listed in an
acknowledgements section. Examples of those who might be acknowledged include a person who
provided purely technical help, writing assistance, or a department chair who provided only general
support. Authors should disclose whether they had any writing assistance and identify the entity that
paid for this assistance.

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy];
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

1. Authors and Editors are, by general agreement, obliged to accept the rules governing biological
nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical Nomenclature, the International
Code of Nomenclature of Bacteria, and the International Code of Zoological Nomenclature. Virologists
should consult the latest Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses for proper
nomenclature and spelling.

2. All biotica (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by their scientific
names when the English term is first used, with the exception of common domestic animals.

3. All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names when first
used in the text. Active ingredients of all formulations should be likewise identified.

4. For chemical nomenclature, the conventions of the International Union of Pure and Applied
Chemistry and the official recommendations of the IUPAC-IUB Combined Commission on Biochemical
Nomenclature should be followed.

1. Give the meaning of all symbols immediately after the equation in which they are first used.

2. For simple fractions use the solidus (/) instead of a horizontal line.

3. Equations should be numbered serially at the right-hand side in parentheses. In general only
equations explicitly referred to in the text need be numbered.

4. The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Powers of e are often more
conveniently denoted by exp.

5. In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g. Ca2+ , not as Ca++.

6. Isotope numbers should precede the symbols, e.g. 180.

7. The repeated writing of chemical formulae in the text is to be avoided where reasonably possible;
instead, the name of the compound should be given in full. Exceptions may be made in the case of
a very long name occurring very frequently or in the case of a compound being described as the end
product of a gravimetric determination (e.g. phosphate as P205).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.
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1. Footnotes should only be used if absolutely essential. In most cases it should be possible to
incorporate the information in normal text.

2. If used, they should be numbered in the text, indicated by superscript numbers, and kept as short
as possible.

General points

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

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

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

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

e Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

¢ Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

e Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

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 @ 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;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

e Embed illustrations within the manuscript file.

1. All illustrations (line drawings and photographs) must be submitted as separate files.

2. lllustrations should be numbered according to their sequence in the text. References should be
made in the text to each illustration.

3. Illustrations should be designed with the format of the page of the journal in mind. Illustrations
should be of such a size as to allow a reduction of 50%.

4. Lettering should be big enough to allow a reduction of 50% without becoming illegible, any lettering
should be in English. Use the same kind of lettering throughout and follow the style of the journal.

5. If a scale should be given, use bar scales on all illustrations instead of numerical scales that must
be changed with reduction.

6. Explanations should be given in the figure legend(s). Drawn text in the illustrations should be kept
to @ minimum.

7. Photographs are only acceptable if they have good contrast and intensity.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
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are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork.

Illustration services

Elsevier's Author Services offers Illustration 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 medical-style 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.

Please submit tables as editable text and not as images. Please ensure each table is submitted as
a separate file. 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 and shading in table cells.

1. Authors should take notice of the limitations set by the size and lay-out of the journal. Large tables
should be avoided. Reversing columns and rows will often reduce the dimensions of a table.

2. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them over two or more
tables.

3. Tables should be numbered according to their sequence in the text. The text should include
references to all tables.

4.Please ensure each table is submitted as a separate file. Tables should never be included in the text.
5. Each table should have a brief and self-explanatory title.

6. Column headings should be brief, but sufficiently explanatory. Standard abbreviations of units of
measurement should be added between parentheses.

7. Vertical lines should not be used to separate columns. Leave some extra space between the columns
instead.

8. Any explanation essential to the understanding of the table should be given as a footnote at the
bottom of the table.

Manuscripts should have numbered lines, with wide margins and double spacing, throughout, i.e.
also for abstracts, footnotes and references. Every page of the manuscripts, including the tile
page, references, tables, etc., should be nhumbered. However, in the text no reference should
be made to page numbers; if necessary one may refer to sections. Avoid excessive usage of italics
to emphasize part of the text.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select
the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies
will be automatically formatted in the journal's style. If nho template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you use
reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting
the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/research-in-veterinary-science
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When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Foster, N., Berndt, A., Lalmanach, A.C., Methner, U., Pasquali, P., Rychlik, I., Velge, P., Zhou, X.,
Barrow, P., 2012. Emergency and therapeutic vaccination-is stimulating innate immunity an option?
Res. Vet. Sci. 93, 7-12.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.
For reference style 2 Harvard: [dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015.
Mortality data for Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1.
http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.
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For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for
sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an extra
charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is
accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via
Elsevier's Author Services. Corresponding authors who have published their article gold open access
do not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

Authors can also keep track of the progress of their accepted article, and set up e-mail alerts informing
them of changes to their manuscript's status, by using the "Track your accepted article" option on
the journal's homepage https://www.elsevier.com/locate/rvsc For privacy, information on each article
is password-protected. The author should key in the "Our Reference" code (which is in the letter
of acknowledgement sent by the Publisher on receipt of the accepted article) and the name of the
corresponding author.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.
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