UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA
NIVEL DOUTORADO
AREA DE CONCENTRACAO CLINICA ODONTOLOGICA — PERIODONTIA

Linha de pesquisa:
Epidemiologia, Etiopatogenia e Repercussdo das Doencas da Cavidade Bucal

e Estruturas Anexas

Tese:

ESTUDOS SOBRE O EFEITO DE DESORDENS METABOLICAS NA
PATOGENESE DA PERDA OSSEA ALVEOLAR EM RATOS

por
JULIANO CAVAGNI

Orientador: Prof. Dr. Cassiano Kuchenbecker ROsing
Co-orientadora: Profa. Dra. Iraci Lucena da Silva Torres

Porto Alegre
2012



JULIANO CAVAGNI

ESTUDOS SOBRE O EFEITO DE DESORDENS METABOLICAS NA
PATOGENESE DA PERDA OSSEA ALVEOLAR EM RATOS

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdao em Odontologia, Nivel Doutorado da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, como
pré-requisito final para obtencéo do titulo de Doutor

em Clinica Odontoldgica — Periodontia

Orientador: Prof. Dr. Cassiano Kuchenbecker Rdsing

Co-orientadora: Profa. Dra. Iraci Lucena da Silva Torres

Porto Alegre
2012



DADOS CURRICULARES

Juliano Cavagni

Nascimento: 17 de Margo de 1982

Filiac&o: Danilo Cavagni

Vera Maria Belaboni Cavagni

2000/2004 Graduagdo em Odontologia pela Faculdade de Odontologia da

Universidade Luterana do Brasil — ULBRA, Canoas — RS

2005/2007 Especializacdo em Periodontia pela Universidade Federal do Rio

Grande do Sul — UFRGS, Porto Alegre — RS

2007/2010 Mestrado Académico em Clinica Odontologica — Periodontia pela

Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS, RS

2009/2010 Professor Substituto de Periodontia da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul — UFRGS, Porto Alegre — RS

2010-2012 Doutorado em Clinica Clinica Odontolégica — Periodontia pela

Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS, RS



DEDICATORIA

“Vocé ndo consegue ligar os pontos olhando pra frente; vocé so
consegue liga-los olhando pra tras. Entdo vocé tem que confiar que os
4

pontos se ligardo algum dia no futuro.”

- Steve Jobs -

Dedico este trabalho a meus pais Danilo e Vera Cavagni



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Provavelmente o aprendizado mais significativo de toda minha vida foi aprender
a olhar a histdria para entender melhor aquilo e aqueles que nos cercam. Nesse sentido,
gostaria de disponibilizar ao leitor desta tese um pouco de minha historia, para que, ao
entender quem sou eu, entenda um pouco melhor o meu trabalho. Ao longo desta
historia, diversos personagens surgiram e aproveito este momento para deixar escrito o

que muitas vezes ndo conseguimos mencionar em palavras. Vamos comegar...

Nasci em uma pequena cidade na serra gaicha chamada Garibaldi. Sou filho de
um diretor de empresas e uma dona de casa que, sem duvida nenhuma, sao todo o
alicerce de minha vida. Passei a entender bem melhor o significado da palavra “familia”
nestes ultimos anos ao ter que abdicar de todo o conforto que vocés sempre me
proporcionaram por conta dos estudos. Felizmente, em meio a esse sentimento de
saudade, surge o ponto de encontro que foi a chegada de minha irma Valéria a Porto
Alegre, provavelmente um pouco influenciada por minhas escolhas, para estudar

Odontologia. Obrigado a vocés pelo amor infinito!

Minha escolha pela Odontologia se deu de uma forma bastante peculiar. Quando
crianc¢a, ganhei um brinquedo chamado “consultério do Dr. Trata Dentes”. Tratava-se de
uma simulacdo de um consultério odontolégico com massas de modelar, dentes
cariados, restauragdes, etc... Esse foi o meu primeiro contato com a profissao e, a partir
dai, nunca considerei outra atividade para minha vida. Enquanto meus colegas “sofriam”
na sala da “orientagdo vocacional”, eu sequer precisei entrar nessa, tamanha era minha
certeza. Toda essa certeza culminou com meu ingresso na Faculdade de Odontologia da

Universidade Luterana do Brasil.

Muitos foram os conhecimentos adquiridos nessa fase de minha vida e, dentre
estes “conhecimentos”, encontrei a pessoa que me acompanha lado a lado até os dias de
hoje: minha namorada Elidiane. Elij, tenha certeza que sua presenca ilumina minha vida
e transforma dias nublados em tardes de setembro. Obrigado pelo amor, mas

principalmente pela compreensao em especial nesses ultimos meses. Te amo!!

Meu interesse pela periodontia iniciou antes mesmo de eu ter qualquer contato

com a area. Ao estudar contetdos de cariologia e farmacologia, me deparava



frequentemente com dois nomes que sabia que seriam meus professores de periodontia:
Rui Vicente Oppermann e Cassiano Kuchenbecker Rosing. Ficava bastante intrigado em
como pessoas que trabalhavam em uma darea especifica, transcendiam tdo bem para
outras areas. Foi nesse momento que comecei a perceber que a periodontia talvez
pudesse me fazer entender a odontologia em sua plenitude. Assim, no quinto semestre
de graduacdo dei meus primeiros passos na periodontia e foi amor a primeira vista (ou
raspagem). Procurei me inserir nas atividades vinculadas a area e passei, naquele
momento, a acompanhar o atendimento clinico no curso de especializacio em
periodontia, 14 permanecendo por dois anos gracas aos professores Ronald Halla Jr. e

Patricia Weidlich por quem tenho muita admiracgao.

Adicionalmente, passei a me interessar sobre a pesquisa na area de periodontia, e
em uma conversa com o professor Cassiano a respeito do efeito da utilizacdo de
corticoides inalatérios para os tecidos periodontais e, sem saber a resposta, ele
prontamente disse: vamos estudar isso em ratos! E nesse momento passei a ler tudo a
respeito do assunto, mas ndo encontramos naquele momento um modelo que
reproduzisse o uso de corticoides inalatérios. Estudamos entdo o uso de
antiinflamatorios esterdides injetaveis e, no dia 17 de dezembro de 2004, apresentei
meu trabalho de conclusdo de curso avaliando em ratos o efeito do uso de
antiinflamatorios esterodides sobre a perda dssea alveolar em ratos Wistar, trabalho este

que posteriormente tornou-se minha primeira publicacdo que muito me orgulha.

Todo esse processo s6 me fez ter uma certeza: quero ser periodontista e
professor de periodontia. Assim, em dezembro de 2004, antes mesmo de minha
formatura, prestei prova para o curso de especializagdo em periodontia da UFRGS e
felizmente fui aprovado para inicio em margo de 2005. Nesse momento conheci pessoas
que se tornaram indispensaveis em minha vida como periodontista: Marilene
Fernandes, Fernando Daudt, Cristiano Susin, além do até hoje colega José Mariano da

Rocha. Muito obrigado pelos ensinamentos e pelo companheirismo!

Durante o curso de especializa¢do tive oportunidade de poder trabalhar com o
professor Cassiano novamente continuando os estudos sobre o uso de antiinflamatérios
e suas repercussdes nos tecidos periodontais, desta vez no formato de revisdo de
literatura. Ao final desta etapa, eu s6 aumentei minha certeza: quero ser professor de
periodontia. Nesse momento prestei prova para o mestrado na UFRGS tendo sido

aprovado.



Tive oportunidade de conhecer uma série de pessoas por quem guardo o mais
profundo respeito e admiracao: Alex Haas, Tiago Fiorini, Marta Liliana Musskopf,
Marcius Wagner, Carlos Heitor Moreira, Sara Oliveira, Vicente Leitune, Fabricio Collares,
Vinicius Carrard além da Adriana Soares e Edinete da Luz, funciondarias e amigas sempre
dispostas a ajudar. Também surgiu a oportunidade de trabalhar mais proximamente
com o professor Cristiano Susin e com o Eduardo Gaio (Duda). Entretanto, a medida que
o tempo passou as dificuldades foram surgindo e quando tudo parecia andar
perfeitamente (inclusive tendo o projeto da dissertacao sido contemplado com um edital
de pesquisa) fui surpreendido com a transferéncia de meu orientador para uma
Universidade no exterior. Foi uma mistura de sentimentos: felicidade por ele ter tido
uma oportunidade impar e frustracao por ter sido “abandonado” no meio do caminho.
Felizmente a ultima sensacdo nao se concretizou e, mesmo estando distante, o professor
Cristiano Susin permaneceu orientando o trabalho e pude, dessa maneira, concluir
minha dissertacio de mestrado. Nao posso deixar de mencionar e agradecer ao
professor Rui Oppermann que, frente a todos os seus afazeres como vice-reitor,
prontamente aceitou o convite para assumir minha orientacao tendo feito valorosas

contribuicdes para o enriquecimento do trabalho.

Durante a fase de mestrado, tive oportunidade de trabalhar em um ensaio clinico
com a tematica obesidade e doenca periodontal e em um de nossos seminarios o
professor Cristiano Susin me entregou um artigo e disse: “entenda bem o que esta
escrito nessa publicacao, pois em algum momento vocé ira precisar disso”. Tratava-se de
um artigo cuja tematica era sindrome metabdlica, assunto que passei a estudar com
maior interesse. Nesse interim, tive oportunidade de conhecer a professora Iraci Torres
(co-orientadora deste trabalho) e todas as pessoas do grupo de pesquisa de
Farmacologia da Dor e Neuromodulacdo e em um dos seminarios soube que o grupo
estava trabalhando com um modelo de dieta para induc¢ao de sindrome metabdlica em
ratos e, nesse momento, passei a escrever um projeto de pesquisa em colaboragdo sobre
esta tematica utilizando os conhecimentos acumulados de estudos em animais. Sem
divida nenhuma a realizacdo deste trabalho seria impossivel sem a ajuda de todas as
pessoas envolvidas no grupo liderado pela professora Iraci. Destaco, nesse momento, a
participagdo da Andressa Souza e da Isabel Macedo que foram incansaveis até o ultimo

minuto. Ndo posso deixar de mencionar e agradecer ao pessoal do LaMEC Luiz Carlos



Kucharski, Ana Lucia Hoefel, Claudia Vieira Marques e Mariana Flores Linder pelo

empenho nas andlises de colesterol e triglicerideos.

Antes mesmo da conclusdo do mestrado, fui aprovado no processo seletivo para o
Doutorado tendo apresentado o projeto anteriormente citado sobre desordens
metabolicas e doenca periodontal. Quis o destino que novamente o professor Cassiano
fosse meu orientador e, nesse periodo, tive oportunidade de, além de orientado, me
tornar amigo do professor Cassiano. Jamais esquecerei dos momentos de trabalho,
aprendizado, “puxdes de orelha” por conta de minha teimosia e perfeccionismo, muitas
vezes desnecessarios. Igualmente ndo esquecerei dos momentos de descontragdo com
conversas sobre futuro profissional e sobre a vida. Também sera impossivel deixar de
lembrar das viagens, com direito a longas caminhadas por Madri e Barcelona de sapato
cujo solado ndo era mais espesso que uma folha de papel. Assistir a final da Copa do
Mundo na Espanha tendo sentido a emoc¢ao de ser campedo do mundo junto com os
espanhois. E, como esquecer da travessia da ponte da amizade a pé para comprar o
computador que escrevo esta tese ja que, poucos meses antes, havia esquecido meu
computador (entre outros objetos) em um vagdo do metré6 de Munique. Professor
Cassiano: quando iniciei minha vida académica achava a frase “ao mestre com carinho”
um cliché. Hoje concluo mais essa etapa de minha vida e acho que essa afirmativa é a
mais complexa em sua simplicidade. Certamente vocé foi o maior incentivador e

exemplo de pesquisador a ser seguido. Meu eterno OBRIGADO!

Durante o doutorado tive oportunidade de conviver e aprender com uma série de
professores da UFRGS a quem agrade¢o a cada instante de convivio e ensinamentos.
Destaco a professora Sabrina Carvalho Gomes pelo reconhecimento e oportunidade de
crescimento e a professora Maria Beatriz Cardoso Ferreira, por ter tornado real algo que
parecia impossivel até mesmo para mim: gostar de estatistica e matematica. A vocés
toda minha admiragdo e respeito pois, no meu entendimento, o verdadeiro professor
ndo é somente aquele capaz de ensinar e sim aquele capaz de transformar o seu aluno

em algo melhor.

Ndo posso deixar de mencionar e agradecer, nesse momento, as pessoas que
caminharam ao meu lado durante essa jornada, as bolsistas de iniciacdo cientifica
Carolina Azambuja e Tassiane Wagner que fielmente me ajudaram com o preparo das
dietas e com o cuidado dos animais dia apds dia. Ao Duda, pelo apoio sem fim, inclusive

com a revisdo final dessa tese. A toda equipe da Unidade de Experimentagio Animal do



Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em especial a médica veterinaria Fabiola Meyer e a
enfermeira Marta Cioato, exemplos de profissionais dedicadas, sempre dispostas a
ajudar. Aos professores Joni Cirelli Rosemary Adriana Chierici Marcantonio, Elcio
Marcantonio Jr., bem como ao Rafael Molon, pelo maravilhoso acolhimento e confianga

depositados quando da chegada em Araraquara para execuc¢dao das micro-tomografias.

Por fim, gostaria de agradecer aos amigos de Garibaldi, especialmente ao Joe e
Gaia Pieta, Tiago Krob, Marcelo Vilani, Marco Ant6nio e Matine Andreolla, Aline Coser,

Marcio Carlotto, Samuel Fanti e Franciele Piva.

Agradeco a UFRGS por me acolher durante toda minha pds-graduagdo e espero
poder retribuir isso um dia. A FIPE, FAPESP, CAPES, e CNPq pelo apoio financeiro ao

longo do doutorado.

A Deus por me dar saude e forga para seguir em frente.



RESUMO

Nos ultimos anos, o corpo de evidéncia cientifica a respeito da relagdo entre as
doencas periodontais e desordens metabdlicas - como a obesidade e a sindrome
metabdlica - vem aumentando consideravelmente. Entretanto, estudos avaliando os
mecanismos biolégicos que permeiam esta associagdo ainda sao escassos. A
presente tese teve como objetivo principal avaliar, em ratos Wistar, o efeito da
obesidade e da sindrome metabdlica (MetS) sobre a patogénese da perda Gssea
alveolar. Nesse sentido, foram produzidos 4 artigos cientificos, sendo 2 revisdes de
literatura e 2 estudos experimentais. A primeira revisdo de literatura buscou avaliar a
literatura disponivel acerca da relagao MetS e doenca periodontal. Pode-se observar
que poucos estudos foram localizados e, dentre aqueles avaliados, a maioria tratou-
se de estudos de natureza epidemiologica transversal. Nao foram localizados
estudos de natureza longitudinal e apenas um estudo de intervencdo piloto foi
avaliado. A analise desta evidéncia permitiu concluir que o tépico € de interesse,
porém ainda nao foi explorado na perspectiva dos fatores de risco. Para o segundo e
terceiro artigos, foi utilizado um modelo animal que reproduz as caracteristicas de
obesidade (artigo 2) e MetS (artigo 3). Para o segundo artigo, foram utilizados 28
ratos Wistar machos divididos em 2 grupos experimentais. O grupo controle recebeu
ragcao padrao e agua e o grupo teste além da ragao padrao/agua foi exposto a uma
dieta de cafeteria (CAF) para indugdo de obesidade. Foi definido um ponto de corte
para ocorréncia de doenca periodontal, sendo essa considerada positiva quando da
presenca de perda 6ssea alveolar 20.51mm em fotografias padronizadas. Diferencas
significativas para o peso e indice de Lee foram observadas no grupo exposto a
dieta CAF indicando presenca de obesidade neste grupo. Observou-se que os
animais obesos apresentaram significativamente mais sitios positivos para doenca
periodontal. Portanto, pode se concluir que a obesidade aumenta a perda éssea
alveolar espontanea em ratos Wistar. Para o terceiro artigo, 60 ratos Wistar foram
divididos em 4 grupos: Controle (ragdo padrdo e agua), Doenca Periodontal (DP)
(racdo padréo e ligadura no semana 12), MetS (dieta CAF por 17 semanas) e
MetS+DP (ligadura na semana 12 e dieta CAF por 17 semanas). Dois animais foram
perdidos ao longo do periodo experimental por razées nao relacionadas ao protocolo

do estudo. Diferengas significativas foram observadas para o peso, indice de Lee



colesterol total e triglicerideos, indicando presenca de MetS. Foram realizadas
analises do percentual de perda dssea alveolar através de micro-tomografias e os
niveis séricos de IL1-p e TNF-a foram avaliados por ELISA. Observou-se que 0s
animais portadores de MetS exibiram maiores percentuais de perda 6ssea alveolar
induzida e espontanea. Nao foram observadas diferengas significativas para os
niveis séricos das citocinas avaliadas. Nesse sentido, pode ser concluido que a
presenca de MetS modula a resposta do hospedeiro, provavelmente pela quebra da
homeostase do periodonto. O artigo 4 tratou-se de uma revisao de literatura com
carater informativo alertando aos profissionais da odontologia a responsabilidade da
transcender as abordagens odontolégicas tradicionais colocando a profissdo como
parte importante e integrantes da equipe de saude. A partir dos resultados obtidos
nos artigos constituintes da presente tese e frente as reflexdes realizadas, pode-se
concluir que a doenga periodontal é influenciada por desordens metabdlicas.
Recomenda-se, portanto, a inclusdo de questionamentos e analises dessas

condigdes e suas potenciais inter-relacdes pelos profissionais da saude

Palavras chave: Sindrome metabdlica, Sindrome X, Resisténcia a insulina,
obesidade, doenca periodontal, perda Ossea alveolar, citocinas, morfometria,

microtomografia.



ABSTRACT

In the last years, the body of scientific evidence relating to the relationship
between periodontal diseases and metabolic disorders — like obesity and metabolic
syndrome — has considerably increased. However, studies evaluating the biological
mechanisms related to this association are still scarce. The present thesis had as
main objective to evaluate, in Wistar rats, the effect of obesity and metabolic
syndrome (MetS) on the pathogenesis of alveolar bone loss. In this respect, 4
scientific articles were written, being 2 literature reviews and 2 experimental studies.
The first literature review evaluated the available literature relating MetS and
periodontal disease. It can be observed that few studies were retrieved and, among
thos evaluated, the majority were of cross-sectional epidemiological nature.
Longitudinal studies were not found and only one pilot intervention study was
evaluated. The analysis of this evidence lead to the conclusion that the topic is of
interest, however still has not been explored in the perspective of risk factors. For the
second and third articles, an animal model was used, that mimics obesity (article 2
and MetS (article 3). For the second article, 28 male Wistar rats were divided in 2
experimental groups. The control group received chow and water and the test group,
besides the standard chow/water was exposed to cafeteria diet (CAF) in order to
induce obesity. A cut-off point was defined for the occurrence of periodontal disease,
being this considered positive when alveolar bone loss 20.51Tmm was present in
standardized pictures. Significant differences for body weight and Lee Index were
observed in the group exposed to CAF diet, indicating obesity. Obese animals
presented significantly more sites positive for periodontal disease. Thus, it may be
concluded that obesity increases spontaneous alveolar bone loss in Wistar rats. For
the third article, 60 male Wistar rats were divided in 4 groups: Control (standard chow
and water), Periodontal disease (PD) (standard rat chow and ligature on week 12,
MetS (CAF diet for 17 weeks and MetS+PD (ligature on week 12 and CAF diet for 17
weeks). Two animals were lost during the experimental period for reasons not related
to the study protocol. Significant differences were observed in body weight, Lee
Index, total cholesterol and triglycerides, indicating the presence of MetS. Analyses
of percent alveolar bone loss were performed by microcomputer tomography and the

serum levels of IL1-f and TNF-a were performed by ELISA. Animals with MetS



exhibited higher percentage of spontaneous and induced alveolar bone loss. No
significant differences were observed for the serum levels of the evaluated cytokines.
Thus, it may be concluded that the presence of MetS modulates the host response,
probably breaking the periodontium homeostasis. Article 4 is a literature review with
informative characteristics alerting the dental professionals about the responsibility of
going beyond the traditional dental practices, making the profession an important
component of the health team. Taking into consideration the obtained results in the
articles in this thesis, and the thoughts coming from them, it may be concluded that
periodontal disease is influenced by metabolic disorders. It is recommended that
questions and analyzes are made about these conditions and their potential

interrelationships by the health personnel.

Key Words: Metabolic syndrome, Syndrome X, Insulin resistance, obesity,

periodontal disease, alveolar bone loss, cytokine, morphometric analysis, microCT.
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1 INTRODUCAO
1.1 SINDROME METABOLICA

A sindrome metabdlica (MetS) é caracterizada pela ocorréncia simultanea de
anormalidades metabdlicas incluindo obesidade (aumento da adiposidade centro
visceral), resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, hipertensdo e dislipidemia,
sendo a ultima representada pelo aumento nos niveis de triglicerideos e redugcéo nos
niveis de colesterol HDL (High-Density Lipoprotein), estado pro-inflamatério e pro-
trombatico. A ocorréncia de alguns destes fatores concomitantemente resulta em um
aumento significativo na morbidade e mortalidade por afec¢des cardiovasculares
(Third Report of the National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel
on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult
Treatment Panel lll) final report, 2002; GRUNDY, 2008). Trata-se de um transtorno
complexo representado por um conjunto de fatores de risco cardiovasculares
relacionados a deposicao central de gordura e a resisténcia a insulina (SBC, 2005).
A gordura visceral, caracteristica da MetS esta relacionada ao desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, decorrente de ag¢ao da insulina, da leptina e de
neuropeptideos hipotalamicos, que desempenham papel fundamental na regulagao
do apetite e do metabolismo de individuos obesos (VOLTERA, CESARETTI et al.,
2008).

A associacdo de obesidade e desordens metabdlicas com desfechos
cardio/cerebrovasculares ja era considerada muito antes do termo “Sindrome
Metabdlica” ser aceito pela comunidade cientifica. No entanto, somente em 1988, o
Dr. Gerald Reaven, em um estudo classico, apontou que alguns fatores de risco
para doengas cardiovasculares (dislipidemia, hipertensdo, hipoglicemia, por
exemplo) comumente manifestavam-se em conjunto (REAVEN, 1988). A este
agrupamento de fatores de risco, foi dado o nome de “Sindrome X”. Mais tarde, o
mesmo grupo de pesquisa, postulou que resisténcia a insulina seria a base para a

Sindrome X, renomeando esta para “Sindrome da resisténcia a insulina”.

Com o passar dos anos, outras anormalidades, particularmente estado pro-

inflamatério crénico e estado pro-trombdético, foram adicionados ao conceito e
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tornaram a definicdo mais complexa. Adicionalmente, a obesidade abdominal como
parte fundamental na etiopatogenia da sindrome, ganhou atengdo. Nesse sentido,
em 2002 foi publicado o Ill Relatério do Painel de Especialistas para Deteccéo,
Avaliacdo e Tratamento do Colesterol Alto, que definiu o termo “Sindrome
Metabdlica” (Third Report of the National Cholesterol Education Program (NCEP)
Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in
Adults (Adult Treatment Panel Ill) final report, 2002).

De acordo com essa definicdo, para ser diagnosticado como portador de
MetS, o individuo deve apresentar trés dentre os cinco fatores a seguir:
circunferéncia da cintura igual ou superior a 102 cm para os homens e 88 cm para
as mulheres, niveis séricos de triglicerideos superiores a 150 mg/dl, colesterol HDL
inferior a 40 mg/dl e 50 mg/dl para homens e mulheres respectivamente, pressao
arterial igual ou superior a 130/85 mmHg e glicemia em jejum igual ou superior a 110

mg/dl.

Entretanto, a partir deste momento, diversas definicbes para a MetS foram
propostas. Por exemplo, segundo a OMS, para realizar diagndstico de MetS é
necessaria presenca de resisténcia a insulina, associada a dois ou mais
componentes (Quadro 1) (WHO, 1999). Ainda, a Federagdo Internacional do
Diabetes (FID) desenvolveu novos critérios para o diagndstico da MetS,
considerando a obesidade abdominal associada a dois ou mais componentes da
MetS (GUERRERO-ROMERO e RODRIGUEZ-MORAN, 2005; SBC, 2005). (Quadro

1).

A Primeira Diretriz Brasileira de Diagndstico e Tratamento da Sindrome
Metabdlica [I-DBSM, 2005; SBH, 2004, SBC, 2005), segue as recomendagdes do
National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel Il - ATPIIl (NCEP,
2002) na qual o diagnostico de MetS é firmado pela presenca de trés dentre

quaisquer dos cinco componentes descritos anteriormente.

A patogénese da MetS ndo esta completamente esclarecida, entretanto
sugere-se a participagcdo de trés eixos etiopatogénicos, dentre eles, obesidade e
desordens do tecido adiposo, resisténcia a insulina e alguns fatores que atuam
independentemente, como moléculas de origem hepatica, vascular e imunoldgica.

Além disso, outros fatores como aumento na idade, estado pré-inflamatério e
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alteragbes hormonais tém sido apontados como envolvidos no desenvolvimento da
sindrome (GRUNDY, BREWER et al., 2004).

Quadro 1 - Diferentes definicoes propostas para sindrome metabdélica

NCEP-ATP OMS FI.D
Componentes Pelo menos 3 Hiperglicemia/Diabetes Obem_dade
componentes +2 componentes Al <2
componentes
Obesidade abdominal Obesidade (IMC = 30
circunferéncia da cintura kg/m?) ou RCQ
Homens =102 cm <0.9 =94 cm
Mulheres >88 cm <0.85 =80 cm
Triglicerideos =150 mg/dl =150 mg/dl =150 mg/dl
Colesterol HDL
Homens <40 mg/dl <35 mg/dl <40 mg/dl
Mulheres <50 mg/dl <39 mg/dl <50 mg/dl
Pressao arterial =130 mmHg ou =140 mmHg ou =90 =130 mmHg ou
=85 mmHg mmHg ou uso de =85mmHg
antihipertensivo
Glicemia de jejum =110 mg/dl =110 mg/dl =100 mg/dl
=20pg/min ou razio
Microalbumintria - allbumina:creatinina -
=30 mg/g

Legenda: NCEP - ATP: National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel
II1; OMS: Organiza¢io Mundial da Satde; FID: Federacgdo Internacional do Diabetes; IMC:
indice de Massa Corporal; RCQ: Relagio Cintura Quadril

1.2 EPIDEMIOLOGIA DA SINDROME METABOLICA

Da mesma forma com o que vem acontecendo com a obesidade, a MetS esta
se tornando uma condigao cada vez mais prevalente tanto em paises desenvolvidos
quanto em paises em desenvolvimento. Em um estudo transversal realizado nos
Estados Unidos, foi verificado que a prevaléncia de MetS foi de 23,7%. Quando
estes dados foram estratificados para idade, houve um aumento na ocorréncia de
6,7% em individuos de 20-29 anos para 43,5% em individuos de 60-69 anos (FORD,
GILES et al., 2002). Da mesma maneira, Gu, Reynolds et al., (2005) avaliaram uma
amostra representativa de 15.540 chineses com idade entre 35 e 74 anos em 2000 e
2001, e verificaram que a prevaléncia de MetS foi de 9,8 e 17,8% em homens e
mulheres, respectivamente. Além disso, os autores relatam que a prevaléncia foi

maior em regides rurais do pais
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No Brasil, raros estudos avaliaram as caracteristicas epidemiologicas da
MetS. Salaroli, Barbosa et al., (2007) avaliaram, em um estudo transversal de base
populacional, a prevaléncia de MetS na cidade de Vitéria (ES) em individuos com
idade de 25-64 anos e verificaram uma prevaléncia de 29,8%. Observaram, também,
que a prevaléncia aumentou progressivamente com a idade (15,8% e 48,3% para os
grupos de 26-34 e 55-64 anos, respectivamente) e em mulheres inversamente

proporcional ao nivel sécio-econémico.

Em Odontologia, tem havido por parte dos pesquisadores um crescente
interesse no estudo da inter-relacdo da obesidade com as doencgas periodontais.
Essa preocupacgao torna-se evidente, a medida que boa parte do conhecimento
cientifico disponivel sobre esta tematica foi produzido nos ultimos 5 anos. Nesse
sentido, a MetS, por se tratar de uma condigédo intimamente ligada a obesidade,

também tem despertado interesse na area odontoldgica.

1.3 DOENCAS PERIODONTAIS

As doengas periodontais sdo doengas de natureza infecto-inflamatoria que
acometem os periodontos de protegdo e de insergdo (PAGE e KORNMAN, 1997).
Segundo a Academia Americana de Periodontia (AAP), as doengas periodontais se
subdividem em dois grupos principais: Gengivites e Periodontites. As gengivites sao
caracterizadas por uma inflamagdo na margem gengival causada pelo biofilme
supragengival. Suas caracteristicas clinicas sdo vermelhiddo e sangramento a
sondagem leve, bem como edema. Seu tratamento consiste na remogao de fatores
retentivos de placa (como por exemplo, calculo dental), motivacédo e orientacédo para
o controle do biofilme supragengival. Ja as periodontites acometem os tecidos de
sustentagdo dos dentes (ligamento periodontal, osso alveolar e cemento) e sdo
causadas pelo biofilme subgengival. Suas caracteristicas clinicas sao presenca de
sangramento subgengival, formacao de bolsa periodontal, aumento na mobilidade
dental, perda de insergdo e Ossea, podendo levar a perda dentaria (ARMITAGE,
1999). O tratamento das periodontites consiste na remogao profissional de biofilme
subgengival através de procedimentos de raspagem e alisamento radicular

subgengival.
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As manifestacbes de gengivites e periodontites sdao sabidamente
influenciadas por alguns fatores ambientais, comportamentais, biolégicos e
medicamentosos. Entre eles estdo alguns microrganismos componentes dos
biofiilmes supra e subgengival (SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2005), o fumo
(BERGSTROM, ELIASSON et al., 2000; GEURS, LEWIS et al., 2003) e o diabetes
(TAYLOR, BURT et al., 1998). Existem, ainda, outros indicadores que tém sido
apontados como modificadores do processo saude/doencga periodontal, como fatores
sécio-econdmicos (SUSIN, DALLA VECCHIA et al., 2004), estresse (BREIVIK,
THRANE et al., 1996), polimorfismos genéticos, (KINANE, SHIBA et al., 2005)
osteoporose, (GEURS, LEWIS et al., 2003), consumo excessivo de alcool, (TEZAL,
GROSSI et al., 2004), obesidade (DALLA VECCHIA, SUSIN et al., 2005) e uso de
alguns medicamentos, como a fenitoina e ciclosporina (KINANE e MARSHALL,
2001).

E consenso na literatura a necessidade de uma infeccdo por bactérias para
que ocorra quebra da homeostase tecidual que gerara destruicdo do periodonto
(LINDHE, HAMP et al., 1973). Portanto, tanto em situagbées onde ha uma hiper-
resposta, quanto em casos de imunodepressao, pode ocorrer uma piora na condicao
periodontal (KINANE e LAPPIN, 2001). Assim, estudos que avaliem a plausibilidade
biolégica e os efeitos de diferentes situagbes que modulam a resposta do

hospedeiro sdo necessarios.

1.4 RELACAO ENTRE SINDROME METABOLICA E DOENGCA
PERIODONTAL

O interesse por parte da literatura em odontologia para a relagao entre MetS e
doencas periodontais € notavel a medida que o corpo de evidéncia cientifica
publicada sobre esta tematica vem aumentando consideravelmente nos ultimos 5
anos (Quadro 2). A maior parte dos estudos desenvolvidos é de natureza
epidemiologica e utiliza delineamento do tipo transversal sendo a maioria realizada
em populagdes asiaticas. A analise dos dados contempla estratificagbes para os
principais fatores de confusédo envolvidos na etiopatogenia de ambas as doencas.
Adicionalmente, os protocolos de exame periodontal sdo parciais e nao sao

apresentados dados de reprodutibilidade dos examinadores na maioria dos estudos
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avaliados. Com relagcédo aos parametros da MetS, a definicao mais frequentemente
utilizada foi a do National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel Ill
- ATPIII (NCEP, 2001).

Apesar de utilizarem delineamentos semelhantes, os resultados dos estudos
apresentam-se bastante controversos. Alguns autores encontraram associagdes
significativas para a relagado entre doenga periodontal e MetS (SHIMAZAKI, SAITO
et al., 2007; D'AIUTO, SABBAH et al., 2008; KUSHIYAMA, SHIMAZAKI et al., 2009;
LI, HE et al., 2009; MORITA, OGAWA et al., 2009; NESBITT, REYNOLDS et al.,
2009; HAN, LIM et al.,, 2010; MORITA, YAMAZAKI et al.,, 2010; TIMONEN,
NISKANEN et al., 2010; KWON, HA et al., 2011; FUKUI, SHIMAZAKI et al., 2012).
Isso significa que individuos portadores de parametros relacionados a MetS
apresentam risco aumentado de desenvolvimento de doencas periodontais. Por
outro lado, Borges, Gimeno et al., (2007) e Benguigui, Bongard et al., (2010), ao
avaliarem amostras de nipo-brasileiros e franceses respectivamente, nao
encontraram associagao entre as condi¢gdes supracitadas. Interessantemente, outros
autores tém apontado para uma diferenga nas estimativas de risco somente para
mulheres (ANDRIANKAJA, SREENIVASA et al., 2010). Uma possivel explicagdo
para as diferencas existentes entre os estudos sao os critérios utilizados pelos

autores na classificacdo de ambas as doencas.

Dentre os estudos de caso-controle localizados e incluidos na presente
revisdo, a associagao positiva entre MetS e doencga periodontal foi um achado
comum a todos eles (NIBALI, D'AIUTO et al., 2007; LI, HE et al., 2009; HAN, LIM et
al.,, 2012). A principal diferengca para a variabilidade dos achados, da mesma
maneira que os estudos transversais, reside no fato de que diferentes classificacdes
para as doengas periodontais, no que tange especialmente extensédo e severidade,
foram utilizadas. Entretanto, de uma maneira mais ampla, é possivel inferir que
individuos com MetS apresentam maiores chances de ter periodontite que individuos

saudaveis.

A influéncia da doenca periodontal sobre os parametros da MetS (inverso da
associacao) também foi recentemente avaliada por Morita, Yamazaki et al., (2010).

Os autores demonstraram que a presenca de periodontite esteve relacionada a uma



25

piora nos parametros da MetS ao longo de 4 anos sugerindo que a prevengao das

doencgas periodontais poderia interferir em desfechos relacionados a MetS.

Apenas dois estudos foram localizados até o momento avaliando o efeito da
terapia periodontal em pacientes portadores da MetS. O primeiro tratou-se de um
estudo de intervencdo piloto realizado na india com 31 individuos incluidos
(ACHARYA, BHAVSAR et al, 2010). Foram realizadas comparagbes dos
parametros de inflamacgao sistémica pds-terapia periodontal, em um periodo de dois
meses. Os resultados mostraram reducgao significativa nos niveis de triglicerideos e
aumento significativo dos niveis de colesterol HDL nos individuos com MetS. Quanto
ao colesterol LDL, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas
entre os grupos experimentais. Por tratar-se de um estudo piloto com amostra e
tempo de acompanhamento reduzidos, os dados devem ser interpretados com
cautela, uma vez que estudos com essa limitacdo apresentam poder estatistico

reduzido.

O segundo tratou-se de um ensaio clinico randomizado, controlado por
placebo, duplo-cego e em paralelo em um grupo de 165 pacientes chilenos por um
periodo de 12 meses de acompanhamento (LOPEZ, QUINTERO et al., 2012).
Entretanto, conclusdes a respeito do impacto da MetS sobre diferentes formas de
terapia periodontal no estudo supracitado tornam-se dificultadas visto que todos os
participantes foram diagnosticados como sendo portadores de MetS. Um importante
achado do estudo foi que nenhuma das formas de terapia periodontal oferecida aos

participantes teve impacto sobre os parametros da MetS.



Quadro 2: Resumo dos estudos de associacdo entre doenca periodontal e sindrome metabdlica de acordo com a

ordem cronolégica de publicacéao.
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Caracteristicas da ~ Exame Resultados Comentario Autores
amostra periodontal/Desfecho
Estudos transversais
MetS
CC, PS22mm OR (IC 95%)
Japao <88 1 (referéncia)
584M Exame parcial; >88 1.8 (1.2-2.8) - . : o
40-79 anos PS média (22mm) e P CC, PI23mm A”a".ze ;J“Stfda para Sh'mazakz'b‘g’?'to etal,
Hisayama Study média (=3mm) <88 1 (referéncia) \dade € fumo
>88 0.9 (0.4-1.9)
HDL, PI23mm 2.8 (1.4-5.6)
250mg/dL
MetS (pelo menos 3)

Brasil CC, homem/mulher

1315 nipo-brasileiros CPl <102/<88
30-92 anos DP Leve: 1 sitio PS4- IMC=25 kg/m? OR (IC 95%) N&o ha dados de Borges, Gimeno et al
Japanese-Brazilian 5mm TA=130/85mmHg 0.44 (0.16-1.21) reprodutibilidade dos ’ 2007 "
Diabetes Study Gr. DP Severa: 1 HDL homem/mulher ' ' ' examinadores;
labetes Study troup sitio PS=6mm <40 e <50mg/d|
TG=150mg/dI
Glicemia=110mg/dI
MetS (pelo menos 3)
EUA CC, homem/mulher

13.677 individuos

Exame Parcial;

OR (IC 95%) Analise ajustada para
<102/<88 cm DP Leve (referéncia) idade, género, anos de
) DP moderada 2 sitios IMC 225 » 9enero, D’aiuto, Sabbah et al.,
idade=17 anos DP Moderada 0.91 educacéo, taxa de
PIz4mm TA=130/85mmHg . 2008
NHANES Il s (0.56-1.48) pobreza, etnia e
DP severa 2 sitios HDL homem/mulher<40 o .
DP severa 2.31 (1.13- condicdes gerais e
PI26mm € <50mg/d| 4.73) estratificada para fumo
TG2150mg/d| : P
Glicemia=110mg/dI
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MetS
IMC=25kg/m?
TA>130\85mmHg
> 478Ji?12?\2 duos CICI;’IIDSIZ TG=150 mg/dL OR (IC 95%) Anélise aAjustada para Morita, Ogawa et al.,
24-60 anos CPI23 HDL<40 mg/dL 24(1.7-27) \dade, género e fumo. 2009
Glicemia=z110 mg/dL
HbA1c 25.5
Japao IMcgztig m? OR (IC 95%) Examinadores foram
1070 individuos CPI: TA>13_0/85mmHg 0 (referéncia) treinados porém nao
40-70 anos C - 1-1.34(0.9-1.8) foi realizada Kushiyama, Shimazaki
281H/789M Cédigo 3 ou 4 HDL(homem/mulher)<4 2-1.36(0.9-2.0) reprodutibilidade etal. 2009
Servico de Saude do (PS24mm) 0 & <50mg/d| 3-2.13(1.2-3.7) Nio foi realizada '
Municipio TG2150mg/d| 4/5- 2.34(1.08-5.08) avaliagao da CC
Glicemia=110mg/dI ' ) )
Exame completo MetS (pelo menos 3)
(4 sitios)
CC, homem\ mulher
DP moderada: 2102cm\ 288cm Examinador calibrado
2 ou mais sitios OR (IC 95%) )
F interproximais com Pl TA=140\90mmHg* . .
“ranca >4 m ou PS25mm, no TG2150 mg/dI* DP moderada 1.54 | Analise ajustada para o
255 individuos : * (0.59-4.01) idade, género, nivel de | Benguigui, Bongard et
35a 74 anos no mesmo dente LDL-C2160 mg/dl' | pp severa 197 (0.74- | educagao, fumo al., 2010
Glicemia=126 mg/dI* 5 23;) ' ' ’ "
DP severa: '

2 ou mais sitios
interproximais com
PI=6mm ou 1 ou mais
com PS=5 mm, ndo no

mesmo dente.

*Considerou-se uso de
drogas anti-

hipertensivas,

hipoglicémicas e para

hipocolesterolemia

consumo de alcool,
CRP e biofilme
dentario.
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MetS (pelo menos 3)
CC, homem\ mulher
290 cm \ 285cm

Andlise ajustada para
idade, género, renda
média da familia, fumo,
ingestéo de alcool,

. CPI SR
Coréia . . TG> 150 mg\dL frequéncia diaria de
1046 individuos Sem periodontite (CPI 0 HDL,homem/mulher OR (IC 95%) escovacao e atividade Han, Lim et al., 2010
a2 1.7 (1.22-2.37) e
> 18 anos Com periodontite <40\<50mg/dl fisica.
(CIE_’,I 3 o0 4) TA>130\85mmHg*
Glicemia > 110mg\dL Examinadores
*Considerou-se uso de calibrados
anti-hipertensivos. (Kappa 0.62)
Distancia JAD-crista | MetS (Pelo menos 2)
CC, homem\ mulher . .
alveolar em RX Andlise ajustada para
a =102cm\ =288cm . . .
panoramicos OR (IC 95%) idade, género, etnia e
EUA . TG=150mg/dI .
Perda alveolar: . . fumo. Nesbitt, Reynolds et al.,
BLSA Study -ausente ou leve: 1 a Gliceriaz110mg/d| 2.61(1.1-6.1) Nao se realizou exame 2010
200 individuos ’ TA=130\85mmHg* ' ' ' e )
2mm . . clinico periodontal.
. Considerou-se uso de
-moderada ou severa: o .
anti-hipertensivos
=3mm

Finlandia
Health 2000 Health
Examination Survey

2050 individuos
30-64 anos

Dentes com PS=24mm
ou PS=6mm
Foram avaliados todos
os dentes (exceto 3%
molares, porém
utilizou-se o sitio com
PS maior

MetS
Presenca de resisténcia
a insulina (quartil
superior dos individuos
nao-diabéticos) + 2
fatores
Glicemia (110mg/dl)
TA=140/90mmHg
TG=2175mg/dI
HDL<40mg/dl
CC, homem/mulher
>94/>80cm

RR (IC 95%)
PS=24mm
1.19(1.01-1.42)
PS=6mm
1.50(0.96-2.36)

Analise ajustada para
género, idade,
educacéo, presenca de
placa, frequiéncia de
escovagao, visitas ao
dentista e consumo de
alcool
Utilizou-se o critério do
Grupo Europeu para
Estudo da Resisténcia
a Insulina para
diagndstico da MetS

Timonen, Niskanen et
al., 2010
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MetS (pelo menos 3)
Exame parcial (2 sitios CC, homem/mulher Analise estratificada
EUA por dente) >102/>88cm OR (IC 95%) para género e ajustada
NHANES Saude: PS TA=130/85mmHg Homens: 1.0 (0.6-1.7) | para idade, raga/etnia, Andriankaja,
7431 individuos média<2.5mm HDL H/M<40 e Mulheres: 4.7 (2.0- anos de educacgao, Sreenivasa et al., 2010
20 a 90+ anos Periodontite: PS <50mg/dI 11.2) histérico de doenga
média=2.5mm TG=150mg/dl cardiovascular e fumo
Glicemia=110mg/dI
MetS (pelo menos 3) Anallse a;ustada para
idade, género, renda
CC, homem\ mulher familiar. nivel
290 cm \ 285cm educac’ional
TG=150 mg\dL ’
” antecedentes da
Coréia HDL,homem/mulher OR (IC 95%) infancia, uso de fio
6520 individuos CPIZ 3 <40\<50mg/dl o ’ Kwon, Ha et al., 2011
* 1.55 (1.32-1.83) dental, uso de escova
=19 anos TA=130\85mmHg . .
. X interdental, alcool, fumo,
Glicemia = 100mg\dL .
. . CPOD, numero de
Considerou-se uso de
anti-hipertensivose dentes
H-nip . Estratificada para idade,
hipoglicemiantes o
género e fumo
i MetS (pelo menos 3) OR (IC95%)
Exame COOTE':;?e(z sitios IMC225kg/m? PS/PImoderada 125 | A .0
Japao P . TA=130\85mmHg (1.03-1.52) ) ) P o .
U PS/PI 3 categorias e idade, género, fumo, | Fukui, Shimazaki et al.,
6421 individuos avaliadas HDL,homem/mulher |PS/PI severa 1.35 (1.03- alcool. escovacio. POR 2012
34-77 anos <40\<50mg/dl 1.77) ’ §a0,
separadamente no

modelo multivariado

TG=150 mg/dL
Glicemia=100 mg/dL

PS moderada/PI severa

e numero de dentes

1.22 (0.84-1.79)
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Estudos de Caso-Controle

Inglaterra
485 individuos
38-48 anos
220H/ 265M

Amostra de conveniéncia

Exame completo;

Pelo menos 20 dentes
com 50% dos seus
sitios com PS=5mm

Parédmetros da MetS
LDL, mmol/l
HDL, mmol/l

Triglicerideos, mmol/I

Glicose, mmol/l

Saulde vs. Periodontite,

()
2.8 vs. 3.1 (0.0016)

1.6 vs. 1.5 (0.0001)
1.3 vs. 1.4 (0.439)
4.8 vs. 5.0 (0.0003)

Individuos diabéticos néo
participaram do estudo;
analise ajustada para
idade, género, fumo e
etnia

Nibali, D'aiuto et al.,
2007

China
208 participantes
37-78 anos

Comunidade Beijing
Gucheng

Exame completo (2 sitios
por dente)

Saude: Pl 0%

DP Leve: P1>0-33%
DP moderada: P1>33-
67%

DP Severa: PI1>67%

MetS (pelo menos 3)

CC, homem/mulher
<90/<80

TA=130/85mmHg
HDL H/M<40 e
<50mg/dI
TG=150mg/dl
Glicemia=100mg/dI

OR (IC 95%)

Saude: referéncia
DP Leve: 6.9 (1.07-44.7)
DP moderada: 9.9 (1.50-

65.24)
DP severa: 15.6 (2.20-
110.43)

Andlise ajustada para
género, idade, e fumo

Examinador treinado,
porém nao informados
dados de
reprodutibilidade

Li, He et al., 2009

Coréia
166 casos/166 controles
20-60 anos

Shiwha-Banwol
Environmental Health
Cohort Study (SBEHCS)

CPI (Periodontite
classificada de 2
maneiras)

CPI 0-2: Saude
CPI 3-4: Periodontite

Saude: 0 sextante com
periodontite

Moderada: 1-2 sextantes

Severa: 3-6 sextantes

MetS (pelo menos 3)

CC, homem/mulher
<90/<85

TA=130/85mmHg
HDL H/M<40 e
<50mg/di
TG=2150mg/dI
Glicemia=110mg/dI

OR (IC 95%)

CPI 0-2: referéncia
CPI 3-4: 1.76 (1.06-
2.93)

Saude: referéncia

Moderada: 1.71 (0.94-
3.14)

Severa: 1.84 (0.91-3.70

Andlise ajustada para
renda, fumo, alcool,
atividade fisica,
diabetes.

Han, Lim et al. 2012

Legenda: CC — Circunferéncia da cintura; CPI — Indice periodontal comunitario; H — Homens; HDL — Lipoproteina de alta densidade; IMC — Indice de massa
corporal; LDL — Lipoproteina de baixa densidade; M — Mulheres; OR — Odds ratio; Pl — Perda de insergédo; PS — Profundidade de sondagem; MetS —
Sindrome Metabdlica; DP — Doencga Periodontal; TA — Tensdo Arterial; TG — Triglicerideos; IC — Intervalo de Confianga; Pl — Perda de Insercao; HbA1c —
hemoglobina glicada; PCR — Proteina C-Reativa; RR — Risco Relativo.
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Muitos sao os fatores apontados pelos estudos epidemiolégicos que serviriam
como inferéncia de plausibilidade biolégica para a associagdo entre MetS e
periodontite. Dentre eles, pode-se destacar estresse oxidativo, estado pré-
inflamatdrio sistémico, resisténcia a insulina, hiperlipidemia, hiperinsulinemia, entre
outros. Entretanto, a dificuldade para a realizagdo de estudos em humanos que
visem constatar a plausibilidade dos possiveis processos biologicos envolvidos no
processo saude-doencga periodontal é notavel.

Essa necessidade tem feito crescer a procura por modelos laboratoriais e em
animais, tentando reproduzir o que possivelmente ocorre no ser humano. Nesse
sentido, os modelos que utilizam animais sempre tiveram grande atencdo da
comunidade cientifica. Pesa favoravelmente a esses modelos, as similaridades
biolégicas, que contribuem para a utilizagdo dos modelos animais no estudo de
processos fisioldgicos ou patoldogicos no homem. Assim, da mesma forma como é
dificil extrapolar os achados dos animais para o homem, visto que como afirmava
Allmon, "o homem n&o é um rato gigante" (ALLMON, 1971), é igualmente
imprudente ignorar as muitas similaridades que os cientistas tém demonstrado
(SUSIN e ROSING, 2002).

Nesse sentido, o rato constitui-se numa alternativa barata, de facil obtencao e
manuseio, 0 que propicia a utilizacdo de grandes amostras. Adicionalmente a esse
fato, existe entre esses animais e o homem uma similaridade anatémica, histolégica
e bioquimica dos tecidos periodontais, bem como uma similaridade histopatologica
e, em parte, microbiolégica no que diz respeito as doengas periodontais (MADDEN e
CATON, 1994; WEINBERG e BRAL, 1999; SUSIN e ROSING, 2002; KUHR, POPA-
WAGNER et al., 2004; OZ e PULEO, 2011). As diferencgas existentes entre 0 homem
e o rato, ndo tém sido consideradas como um fator suficientemente importante para

que esse modelo experimental seja descartado (KLAUSEN, 1991).

Considerando a relevancia do tema proposto e a auséncia de estudos em
animais abordando a inter-relacdo entre doenca periodontal e desordens
metabdlicas , um dos objetivos da presente tese foi avaliar o impacto de um modelo
de MetS na ocorréncia e severidade da perda 6ssea alveolar em ratos. A realizagao
de um estudo dessa natureza busca auxiliar na elucidagdo de processos

etiopatogénicos envolvidos tanto na MetS quanto na doenga periodontal. Sendo a
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obesidade um dos componentes importantes da MetS, que historicamente iniciou os
estudos sobre a MetS, nesta tese também sera avaliado o efeito da obesidade sobre

a destruicado periodontal espontadnea em ratos Wistar.
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2 PROPOSICAO
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, em ratos Wistar, o efeito da presenca da obesidade e da MetS sobre a

patogénese da perda Ossea alveolar.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Com base nos objetivos especificos da presente tese foram escritos uma
revisao narrativa da literatura, 2 artigos originais e um artigo de divulgagao. Abaixo

encontram-se descritos os objetivos referentes a cada um dos artigos.
Artigo 1

Apresentar uma revisao narrativa da literatura, direcionada aos médicos e
dentistas, especialmente aqueles que se dedicam a Endocrinologia e a Periodontia,

a respeito da relagcdo entre MetS e doencgas periodontais.
Artigo 2

Avaliar o efeito da obesidade sobre a ocorréncia de perda éssea alveolar

espontanea em ratos Wistar.
Artigo 3

Avaliar o efeito da MetS na patogénese da perda 6ssea alveolar induzida por

ligadura em ratos Wistar.
Artigo 4

Divulgar a profissionais da area da saude, em veiculo de ampla circulagéo, as

informagdes pertinentes a inter-relagdo MetS e odontologia.
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3 METODOLOGIA

Todas as etapas realizadas para os artigos 2 e 3, bem como o0 momento de

realizacao estao expressas na Figura 1.

m Somana -1 Semars 0 Indugiic Chasidade/MictS (dista) Samana 12 “m:::‘f';"'l" .
| | | | |
in=60) Periodode  Pesagem Seranalnena (at o final do pariodo sxparimentalf  Golocagiodas Bgaduas  Exclalio do Figado
o Alocagio sloatria  Pusc curperal Gllcemia
Infcio da Compriments nass-gnal Trighearideos
MTINSREO  Diarkrmen s (ath o final do perfode sxperimetal Colwsierol
Subsiiluicho dos alimenkos © bebidas Dosegem IL1-8 & TNF-a
Excieio das Maxdas +
Propann doa espdeimen

Fgura 1 - Dasanho esquamitico das diferenies fases axparimentals do estudo

3.1DELINEAMENTO DA PESQUISA

Este estudo utilizou um desenho experimental do tipo prospectivo, randomizado

controlado em modelo animal.

3.2ANIMAIS

Foram utilizados 60 ratos Wistar machos adultos com 60 dias de idade (+3509)
ao inicio do tratamento provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacao
Animal (CREAL) do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos na Unidade de Experimentacao
Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em caixas-moradia, confeccionadas
em plexiglass, medindo 65 x 25 x 15 cm, com assoalho recoberto de serragem. Esses
animais permaneceram em caixas-moradias (5 animais por caixa) com ciclo claro-
escuro de 12 horas, em temperatura ambiente (22°C + 2°C) com livre acesso a agua e
a alimentacao. Todos os procedimentos necessarios para minimizar dor e desconforto

foram tomados.
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3.3 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA
3.3.1 CALCULO DE AMOSTRA

O calculo de amostra foi baseado nos resultados de um estudo realizado por
Verzeletti, Gaio et al., (2012) que avaliou o efeito da obesidade sobre a perda 6ssea
alveolar induzida por ligadura em ratas Wistar e utilizou metodologia semelhante a

do presente estudo.

A perda o6ssea alveolar foi utilizada como desfecho primario para calculo
amostral. Estimou-se que uma amostra de 14 ratos por grupo seria necessaria para
atingir um poder de 80% para deteccdo de uma diferengca de aproximadamente
0,14mm na perda éssea entre dois grupos experimentais. O nivel de significancia
adotado foi de 5%. Baseando-se em estudos prévios realizados pelo grupo de
pesquisa, estimou-se uma taxa de atricdo de 10%. Assim, a amostra final do estudo

foi de 15 ratos por grupo, totalizando 60 animais.
3.3.2 RANDOMIZACAO

Os animais foram distribuidos randomicamente para seus respectivos grupos
experimentais. Para isso os animais foram pesados e divididos em tertis de acordo
com o peso corporal. Apds, os mesmos foram sorteados para os respectivos grupos

experimentais.
3.3.3 CONSTITUICAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

No macro-projeto, os animais foram distribuidos em 4 grupos experimentais

com 15 animais em cada um deles da seguinte maneira:

Grupo 1 (Controle Total — CT): auséncia de Indugdo de doenga periodontal e

auséncia de inducao de Obesidade/MetS.

Grupo 2 (Obesidade/MetS): Foi induzida Obesidade/MetS utilizando dieta

padronizada.
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Grupo 3 (Doencga periodontal — DP): Indugcédo de doenca periodontal por meio de

colocagao de ligadura.

Grupo 4 (MetS e doenga periodontal — MetS+DP): Indugdo de doenca

periodontal bem como de MetS.
3.4PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Para diagndstico de MetS, é necessario preencher trés componentes dos
cinco estipulados pelo National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment
Panel Il - ATPIIl (Third Report of the National Cholesterol Education Program
(NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood
Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel lll) final report, 2002), segundo
recomendagdo da Primeira Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento da
Sindrome Metabdlica [I-DBSM, 2005] (SBC, 2005). Durante o periodo experimental,
foram registrados semanalmente o peso corporal e comprimento naso-anal. Apos
12 semanas de exposicao a dieta, nos grupos DP e MetS+DP, foi induzida doenga

periodontal por meio da colocagéo de ligaduras.
3.5 INDUCAO DA SINDROME METABOLICA

A inducao de MetS foi realizada por meio de dieta. Para isso, utilizou-se uma
dieta palatavel hiperlipidica e hipercaldrica, composta de aproximadamente 55% de
carboidratos, 20% de lipidios, 20% de proteinas e 5% de outros constituintes
(sdédio, calcio, vitaminas, conservantes, minerais entre outros), adaptada de uma
dieta hiperlipidica conhecida como dieta de cafeteria ou dieta ocidental,

previamente descrita por Estadella, Oyama et al., (2004).

Dietas com alto teor de gorduras e carboidratos tém sido amplamente
utilizadas em pesquisa para obtencdo de obesidade e pardmetros de MetS em
ratos, e reproduzem as refeicdes humanas conhecidas como fast food (DIETRICH,
MULLER et al., 2007; KNIGHT, QUIGLEY et al., 2008; BARTOLOMUCCI, CABASSI
et al., 2009). Os alimentos que compdem esta dieta adaptada sao: salsicha,

bolacha recheada, wafer, leite condensado, salgadinhos e refrigerante. A dieta foi
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calculada com base nas informagdes fornecidas pelos fabricantes, constantes na

embalagem dos alimentos.

Os alimentos oferecidos aos animais foram substituidos diariamente para
permitir consumo de alimentos frescos e variados, assim como a agua, o leite
condensado e o refrigerante (Tabela 1). Todos os alimentos estiveram disponiveis
ad libitum assim como a racdo padrdo, aos animais controles. Vale ressaltar que

mesmo 0s grupos expostos a referida dieta receberam a racao padréao.

Tabela 1 — Dieta empregada no estudo

ALIMENTOS MARCAS COMERCIAIS
Bolacha recheada Trakinas®
Wafer Isabela®
Leite condensado Elegé®
Salsicha mista Alibem®
Refrigerante de cola Coca-cola®
Salgadinho Elma Chips®

3.6 CALCULO DO iNDICE DE LEE

Os dados referentes ao peso corporal € a medida naso-anal foram usados
para o calculo do indice de Lee. O mesmo foi calculado dividindo-se a raiz cubica
do peso corporal em grama pelo comprimento naso-anal em centimetros e
multiplicando-se por dez (BERNARDIS e PATTERSON, 1968).

3\/ pesocorporal(g) /comprimentonasoanalcm).10

3.7 PESO CORPORAL DOS ANIMAIS

Para a pesagem dos animais foi utilizada balanca eletrénica e os dados
expressos em grama (g) de peso corporal. Essa verificagdo foi realizada

semanalmente durante todo o periodo experimental.
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3.8 MODELO DE INDUGCAO DE DOENGA PERIODONTAL

Apds o curso de 12 semanas de exposicdo a dieta, com diagnostico de
obesidade e o estabelecimento da MetS, foi induzida doenga periodontal, por meio
da colocacédo de ligadura. A mesma trata-se de um fio de seda 4-0 (Ethicon®,
Johnson & Johnson, Sao Paulo, SP, Brasil) no segundo molar superior direito do
rato, sendo os segundos molares contralaterais controle intra-grupo. A colocagao da
ligadura foi feita mediante anestesia geral, sob supervisdo de meédico-veterinario.
Para esse procedimento utilizou-se anestésico inalatério isoflurano (Isoforine®
100ml, Cristdlia, S&o Paulo, SP, Brasil) vaporizado em 100% de oxigénio por meio
de mascara facial. Para a indugédo anestésica utilizou-se isoflurano 5V% e para

manutengao 2-3V%.

Os procedimentos para a colocagdo das ligaduras seguiram metodologia ja
descrita na literatura (SALLAY, SANAVI et al.,, 1982; GALVAO, CHAPPER et al.,
2003). O fio de seda (4-0) foi colocado com auxilio de duas pingas porta agulha do

tipo Castro Viejo nos espacos interproximais sendo o né realizado na face vestibular.
3.9 MORTE DOS ANIMAIS

Os animais foram mortos 17 semanas apos o inicio do periodo experimental
(5 semanas apos a colocagao das ligaduras) por decapitagao, 24 horas apés a
ultima avaliag&o in vivo e apos jejum de 12 horas. Este método foi utilizado com o
intuito de permitir a coleta de maiores volumes de sangue para as analises
sorolégicas. E importante salientar que o modelo prevé a verificagdo dos efeitos
bioquimicos, o que também impossibilita a utilizacdo de anestésicos. A decapitagao
foi realizada por experimentador treinado. Apds a morte e obtengcdo dos espécimes,
as carcacas dos animais foram colocadas em sacos plasticos adequados e
encaminhadas para descarte seguindo os protocolos da Unidade de Experimentagao
Animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

3.10 PREPARACAO DO SORO

Imediatamente apds obtencgéo, o sangue do tronco foi centrifugado em tubos

plasticos por 5 minutos em 5000 rpm a temperatura ambiente. O soro sobrenadante
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foi retirado com auxilio de pipetas e imediatamente congelado a -70°C até o

momento dos ensaios laboratoriais.
3.11 EXCISAO DO FiGADO

A excisdo do figado foi realizada conforme metodologia descrita por The
Laboratory Rat - The Handbook of experimental Animals (KRINKE, 2000).

3.12 DETERMINACAO DA GLICEMIA

Os niveis séricos de glicose das amostras foram determinados usando kits
comerciais da marca BioClin®. As dosagens foram realizadas na automacédo de
bioquimica BS-120 da Mindray®.

3.13 DETERMINAGAO DE TRIGLICERIDEOS E COLESTEROL

Os procedimentos para determinacdo dos triglicerideos e colesterol foram
realizados nas dependéncias do LaMec (Laboratério de Metabolismo e
Endocrinologia Comparada) conforme segue. Uma Amostra de tecido hepatico foi
homogeneizada em solugao salina na proporcao 20:1 (1mg de tecido para 20uL de
solugdo salina). O homogenato foi utilizado para dosagem de triglicerideos por kit
Bioliquid para determinacédo de triglicerideos (Bio diagnéstica, Laborclin, Brasil),
conforme especificacbes fornecidas pelo fabricante, com leitura em

espectrofotdbmetro a 500nm.

A concentragdo de colesterol foi obtida a partir de 1mL do mesmo
homogenato para obtencdo de triglicerideos. A este homogenato foi acrescentado
250uL de acido tricloro acético (TCA) 50%; com posterior centrifugagdo por 10min a
20000rpm. O sobrenadante retirado foi colocado para secagem e formacgéao do pellet,
ao qual foi acrescentado cloroféormio metanol para dissolugdo, com posterior
centrifugagédo por 10min a 20000rpm. Este procedimento foi repetido por trés vezes
sucessivas, apos foi colocado 500uL de isopropanol. A solugao foi preparada para
ser medida em kit Bioliquid para determinagao de colesterol total (Bio diagnéstica,
Laborclin, Brasil), conforme a especificagcbes do fabricante, com leitura em

espectrofotometro a 500nm.
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3.14 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DE IL1-8 E TNF-a

Toda avaliacdo das citocinas foi realizada nas dependéncias da Unidade de
Analises Moleculares e de Proteinas (UAMP) do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre conforme segue. A concentragéo sérica de ambas citocinas foi realizada por
ELISA e os valores expressos em pg/mL. Para analise do TNF-a utilizou-se o kit
E91033Ra, USCN, Life Science, Inc - USA e para a IL1-f E90563Ra, USCN, Life
Science, Inc — USA. As mensuragcbes foram realizadas ao final do periodo
experimental e seguiram todas as recomendagdes do fabricante de cada um dos kits

adquiridos para o estudo.
3.15 PREPARO DAS MAXILAS

As maxilas dos animais foram removidas com auxilio de cinzéis e
armazenadas em potes contendo solucdo de formalina tamponada a 10%,

devidamente etiquetados com o numero do animal e grupo ao qual pertencia.

Apos este procedimento, as maxilas foram imersas em hipoclorito de sédio a
uma concentragdo de 9% de cloro ativo (Mazarollo®, Gravatai, RS, Brasil), durante
duas horas e os tecidos moles cuidadosamente removidos. Passado este periodo,
os espécimes foram lavados e secos. Para uma melhor visualizagdo da jungao

amelo-cementaria, foram corados com azul de metileno a 1% durante um minuto.
3.16 ANALISE MORFOMETRICA DAS MAXILAS

Os procedimentos de preparo dos espécimes bem como de analise
morfométrica foram realizados no Setor de Periodontia da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e seguiram a metodologia proposta
por Fernandes, Gaio et al., (2007). Para a tomada das fotografias, foi utilizada uma
camera fotografica digital de 6.1 megapixels modelo D100, com lente macro 100mm
(Nikon® Coolpix, Ayutthaya, Tailandia), acoplada a um tripé com distancia focal

minima, de modo que a lente ficasse o mais paralela possivel em relagao ao solo.

Foi confeccionado um aparato utilizando pasta pesada de Silicona de Adi¢cao

(Express®, 3M do Brasil, SP, Brasil) para promover fixacdo de uma régua
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endodéntica a uma posigao perpendicular em relagdo ao solo. Os espécimes foram
fixados a régua com lamina de cera 07, de modo que o plano oclusal da peca
ficasse paralelo ao solo (Anexo 2). Foram realizadas tomadas fotograficas das faces
vestibular e palatina de cada uma das hemimaxilas sendo que a medida da distancia
da jungdo amelo-cementaria a crista 6ssea foi mensurada em pixels sendo esta
posteriormente convertida para milimetros por meio do programa Adobe Photoshop®
CS4 (Adobe Systems Inc., San Jose, EUA) em cinco locais distintos do segundo
molar nas faces vestibular e palatina sendo a média destas mensuracdes
considerada para analise. A mensuragao da perda dssea alveolar foi realizada por
um examinador treinado, calibrado e que desconhecia a que grupo experimental

pertenciam os espécimes.
3.17 MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA (uCT)

Toda a analise de uCT foi realizada nas dependéncias da Faculdade de
Odontologia de Araraquara (FOAr) de acordo com as normas locais. As maxilas
secas foram escaneadas utilizando equipamento de microtomografia
computadorizada (SkyScan, 1176, Aartselaar, Bélgica). A fonte de raios X foi
operada a 50 kVp, corrente do feixe 500pA, filtro de aluminio 0,5mm e uma
resolugcao de imagem de 12,45um. As imagens foram reconstruidas por meio de um
software (NRecon 1.6.1.5, SkyScan, Bélgica) em todas as dimensdes espaciais. As
imagens foram reorientadas e salvas em cortes sagitais (2000 x 1336) com o
software DataViewer 1.4.3.1, SkyScan, Bélgica) (Anexo 3A). As mensuragdes de
volume foram realizadas apdés a selegcdo da regido de interesse (ROI) em 3
dimensdes, com o software CTan (CT Analyser 1.10.1.0, SkyScan, Bélgica) (Anexo
3B). Para a demarcagéo da ROI, um examinador treinado, baseou-se em pontos de
referéncia anatébmicos. A ROI foi delimitada a partir da raiz mesial do terceiro molar
até a raiz distal do primeiro molar, uma vez que a destrui¢do periodontal e a maior
parte da perda éssea alveolar foram evidentes na regido da bifurcagéo das raizes e
nas areas interproximais do segundo molar. Apdés a delimitacdo dos pontos de
referéncia, os contornos da ROI foram estabelecidos em intervalos regulares a cada
10 planos, resultando em uma inclusdo minima de dentes e raizes e maxima
quantificacdo do osso alveolar. Todos os contornos foram desenhados iniciando-se

imediatamente abaixo da jun¢cdo amelo-cementaria, movendo-se 3mm em diregao
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apical. Portanto, toda a area de osso da regido interproximal e de bifurcacdo das
raizes foi englobada pela ROI. Por fim, na imagem tridimensional original, os indices
foram calculados por meio da ROI binaria. O parametro avaliado foi o percentual de
volume 6sseo (%BV) que representa o volume de tecido mineralizado ao redor do

defeito.

4 CONTROLE DE QUALIDADE DO ESTUDO

4.1 CEGAMENTO

O cegamento do pesquisador ocorreu no momento da analise morfométrica.
Os espécimes foram codificados, por um examinador externo ao estudo e nomeados
de acordo com esse cddigo, de modo que o examinador responsavel pela analise

das fotografias desconhecia a que grupo cada espécime pertencia.

4.2REPRODUTIBILIDADE

A avaliacdo do peso e mensuracdo do comprimento naso-anal foram
realizados por experimentador treinado. Vale ressaltar que o0 examinador
responsavel por essas analises participou recentemente de um experimento com
metodologia semelhante a do presente estudo. A reprodutibilidade para o peso e
comprimento naso-anal foi realizada semanalmente através da dupla mensuracao
de ambos parametros em 10% da amostra. Os resultados mantiveram-se sempre
préximos de 0,99 para o peso e variaram de 0,80 a 0,92 para o comprimento naso-

anal.

Durante a analise morfométrica, 20 espécimes foram aleatoriamente
sorteados para serem duplamente mensurados, com intervalo de uma semana,
sendo os valores comparados através do coeficiente de correlagdo intra-classe

(CCI). Obteve-se, para esta analise, um valor de 0,98.

Considerando a analise das microtomografias computadorizadas, as mesmas
foram realizadas por um examinador treinado e calibrado. O treinamento ocorreu
previamente ao inicio da avaliagao e a reprodutibilidade foi realizada durante a fase

de avaliagdo das microtomografias. Para isto, 20% das imagens foram selecionadas
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de maneira aleatéria para serem duplamente mensuradas. O CCI calculado foi de
0,99.

4.3 ANALISES LABORATORIAIS

As analises bioquimicas e de citocinas foram realizadas seguindo as normas
da UAMP respeitando todas as recomendacdes do fabricante, por um examinador

externo ao estudo e experiente na dosagem deste tipo de marcador.

5 ANALISE DOS DADOS

5.1HIPOTESE ESTATISTICA

A hipétese de nulidade testada estatisticamente € a de auséncia de diferenca
entre os grupos experimentais para os desfechos primarios e secundarios avaliados.
A hipotese alternativa € de que pelo menos um dos grupos é estatisticamente

diferente dos demais.

5.2 ANALISE ESTATISTICA

Para cada um dos parametros estudados, a normalidade dos dados foi
testada por meio do teste de Shapiro-Wilk e o teste estatistico selecionado conforme
segue. Para dados com distribuigdo normal foram utilizados testes paramétricos e
para dados com distribuicdo ndo normal foram utilizados testes de distribuigcao livre.
Abaixo esta descrita a estratégia de analise utilizada para os artigos 2 e 3. Todas as
analises foram realizadas por meio dos softwares SPSS versédo 20 (IBM, Japao) e
Stata versdo 10.1 (StataCorp, College Station, USA) para Macintosh. O nivel de

significancia estabelecido foi de 5%.
Artigo 2

Foram calculadas médias e desvio padrao da diferenca de peso final e inicial
e do indice de Lee ao final do experimento para os grupos teste e controle e

comparados por meio do teste t para amostras independentes.
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Foram calculadas mediana e intervalo interquartii para as medidas da
distancia da juncdo amelo-cementaria até a crista 6ssea alveolar para as faces
vestibular e palatina e comparadas através do teste de Mann Whitney. A definicdo
de periodontite espontanea baseou-se no percentil 75 da distribuicdo da média da
perda ossea alveolar dos grupos experimentais de modo que o valor calculado foi de
0,51mm. Os sitios foram dicotomizados como positivos ou negativos para

periodontite e comparados por meio do teste do qui-quadrado.
Artigo 3

Média e desvio-padrdo do peso e do indice de Lee para cada um dos grupos
experimentais foram geradas e comparadas por meio de analise de variancia de
medidas repetidas de uma via, seguida pelo teste de compara¢gdes multiplas de

Bonferroni.

A comparagao da média e o desvio-padrao dos dados bioquimicos (colesterol
e triglicerideos) bem como para o percentual de perda dssea alveolar (desfecho
principal) para cada um dos grupos experimentais foi realizada por meio de analise
de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste de comparag¢des multiplas de

Bonferroni.

Os niveis séricos de citocinas foram apresentados como medianas e

intervalos interquartis e comparados pelo teste de Kruskall-Wallis.
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Interrelationship between Metabolic Syndrome and Perlodontal Disease: A Literature Review
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RESUMO

O presente estudo fez uma revisao da literatura sobre aspectos relacionados ainter-relacao entre sindrome metabdlica
€ doencas periadantais. estudos de assodiacao sdo demaonstrados e uma reflexao sohre 0 que existe de evidéncias
até o momento foi realizada para orientar profissionais da Medicina e da Odontologia. Dentre os principais achados,
$4a destacados due estudos, espedialmente em populaches orientais, demonstram associacao epidemiolégica entre
doengas periadontais e sindrome metabdlica. Ensaios clinicos controlados com validade interna e externa ainda nao
existem, o dque sugere dos profissionais da Medicina e da Odontologia & necessidade de manterem-se alertas para
a possivel assaciacdo, até que causalidade possa ou ndo ser estabelecida. Nesse sentido, & importante que sejam
avulgadas 3 comunidade a informacio e as hipdteses em estudo, para que se tenha uma abordagem interdisciplinar
e multiprofissional na atencao ao portador de sindrome metabdlica.

UNITERMS: Medicina periodontal, periodontite, resisténcia a insuling, reviso. R Periodontia 2012; 22:45-52.

INTRODUCAO

A Medicina Pericdontal caracteriza-se par uma
abordagern ampilada da Perlodontla, contemplando Inter-
relagdes enme doencas periodontals € oulras doengas €
condices sistérnicas. Nesse senddo, um grande rimero
de estudaos. tanto em nivel epidemnioldgico finduindo
defineamentas Tansversais, longitudinagls e caso-gontiole]
quantcem tenmas de pesquisa dinica jdesde sérfes de casos
até ensaios dinicos congolzados! tem procurado demorstrar
relagtes de qusalidade enire as associaghes estudadas.

A interelacio entre doerngas peripdontas e sindrome
metahdlca [S6d tem necehinio destan e nas didmoes anos

e contempla dois proldemas prevalentes. Nesse sentido,
€ importante que se tenham estudos com diferentes
capacidades de gerar evidénda, edizados em diferentes
partes do mundo, para que se eluddem as possibilidades,
até que se tenha o estaheledmenta de uma como fator
de risco para oura. A literanua, ainda que indpiente, tem
gerada informagdes valiosas para a compreensace das
problemas ¢ os proflssionals da Medicna e da Odontologla
necessitam estar alerta das evidéndas demaonsizadas até o
mamerzo. O abjedvo deste artigo € apresentar urna revisao
An official publicetion of the Brazian Sosty of Peiodontolery oty S1E ooy

narrativa da ieratura, diredonada aos médiaos e dentistas,
espedalmerite aqueles que se dedicarn & Endoginologia e 2
Pericdoniia, a respeito da inter-relacaa entre SM e doencas
periodontals.

Sindrome Metabdfica

A SM é caracterizada pels ocamérea simultdnea de
anormalidades metabdlicas Incliindo chesldade com
aumento da adiposidade ceno visceral, resisténcia a
insuling, intoleranda 3 glicose, hipertensao e dislpidernia,
serdo a uldma representada pelo aurnento nos niveis de
tiglicetideos e reducio nos nivels de colesterol HOL, as

CLIANS FesLATAD M L aumento sirifirativn na morhidarde

esyitam em um aumento signifvativo na morhidade
emortzlidade par afecgbes cardiovasadares | Fard Report of
thie Nationa Cholestoral Ediecation Frogranm (NCEF} Exrert
Fansl an Detection, Evakiation, 2id leatmert of High Biood
Chofesterol in Aduts (Al Trealtrment Fanct i} ind report,
2002). Tratz-se de um Uansomo complexo representado
por um conjunto de fatores de risco cardiovasaslares
reladonados a deposicaa central de gordura e J resisténda
a insulina [SBC, 2005). A gardura visceral, caracteristica
dz SM estd reladonada ao deserwolimento de doengas
cardiovasauares, decorrente de acdo da insuling, da leptna

ac
=3
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e de neuropepeidecs hipatalimicos, que desempenham papel
fundamental na reguiacdo do apetite e do metabolismo de
ndividuos obesos [voltera, Cesaretti et &, 2008}

A assodacio de cbesidade e desordens metabdlicas
com desfechos canmdio/cerebrovasaares [3 era considerada
it antes do oonceito “Sindmome Metabdica™ ser aceito
pela comunidade ciertifica. Ne entanto, somerte em 1988,
o Dr. Gerald Reaven, em um estudo dassico, apontou
qrie akpins fatores de fisoo para doencas cadiovasoulares
{dislipidernia. hipertensdo, hipoglicernia. por exemplo}
cormumerte manifestavam-se em conjurito Reaven. 1988].
A sste agrupamento de fatores de risco, fol dado ¢ nome
de “Sindrome X, Mais tarde, o mesmo grupo de pesquisa,
postulou gue resisténda 3 insuling seria 2 base para a
Sindrome X, rencmeanda esta para “Sindrome da resisténda
& insulina™.

Com & passar 4os anos, ou
pamadannenteestadupré-wﬂamatdmcrﬁnmeeslzdo
pro-tombétkn, foram adicionadas ao conceito ¢ tomaram
a definicao mais complexa. Adidonalmente, a pbesidade
ahdorninal como condicio fundamental na etiopatogenia
da sindrome, ganhou atencao. Nesse sentido, em 2002
foi publicado o il Redatdrio do Painel de Espedalistas para
Detergdo, Avaliagao e Tratamerno do Colesteral Alte. que

Tabela 1 |

- 2{1ya5-52
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definii a tenmo “Sindnome Metabdica™.

De acondo com essa definicdo, par ser diagnosticado
come portador de SM, o ndMduo deve apresentar és dentre
os dnoe fatores 3 segul draunferénda da dntur igual ou
superiora 102 cm paa os homens @ B8 am para as mudheres,
rivels senicos de trighcerideos superioness a 150 mg/d, colesterol
HDL inferior a 50 mgfd) e 40 mafdl para homens e mutheres
respectivamenie, pressac arterial igual ou superior a 13085
mmtlg e glicemia emn jejurn igual ou superior 2 110 mgidl.

Entretanto, a partir deste momento. diversas definigies
para a SM foram propostas. Por exemplo, segundo a OMS,
para realizar diagndstico de SM € necessdrio presencg de
resisténa & insuling, assodada a dois ou mais componentes
{labelz 1}. Ainda, a Federagdo Intermadonal do Diabetes
{FID} desenwvolvew novas Qiténios para o diagndstioo da SM
{Guemeno-Romera e Rodrigriez-Moran, 2005}, considerando 2
ohesidade abxdominal assoclads a dois Gu Inats Componentes
da 58 [SBC, 2005}, [Tabcla 1.

A | Diretziz Brasileira de Diagndstico © Tratamento da
Sindrome Metabdica [-DBSM, 2005; 5BH, 2004, 5BC,
215], segue as recomendacies do Aational Cholestersd
Fsczation Pogran’s Ak st Treatme st Panel 1 - TP [NCEP
2002) na qual o diagndsico de SM ¢ firmado pela presenca
de trés denue quaksguer dos dnoo componentes desaitos

DMFERENTES DEFINICDES PROPOSTAS PARA S{MDROME METABGLICA |

NCEP-ATP
Componentes Pelo menos 3
componentes
Obesidade abdominal
(cc)
Homens >107 cm
Mulheres »88 am
Triglicerideos = 150 mg/dl
Glicemia de jejum = 110 mg/dl
Colesterol HDL
Homens <40 mg/dl
Mulheres <50 mg/dl
s
Tensio arterial = 130 mmHg ou =85
mmHg
Microatbumimiria e

OMSs FID
Hiperglicemia/Diabetes + 2 Obesidade abdominal
componentes + 2 componentes
Obesidade [IMC = 30 kg/m?)
ou RCQ
<0.9 =94 cm
<0.85 =80 am
= 150 mg/d = 150 mg/dl
=110 mg/dl = 100 mg/di
<35 mg/dl <40 mg/dl
<39 mg/dl <50 mg/dl
= 140 mmHg ot =90 mmHg au > 130 mmHg ou =85
uso de anti-hipertensivo mmHg
>Z(pg/min ou razan
Al anina:creatining 230 ma/g

Tegemifa: MCEP — NTP- Notiona] Gwdesterol Finrstion Progrsnn's Adoh Tresteeot Panel [Tk OMS: Orgaudeacka Ml da Safde; FID: Federagio emariom] do Mobews; GC: Seounterfnes &

Clotawz; P findice de s Onporal; BRI Relaci Cames. (uart]
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anterionmente. Inflamatdria que acometem os periodentes de protecao ©

A patogénese da Sindrome Metabdlica ndo esta
completamente esclarecida, entretanta sugere-se 4
participagdc de bés eixos etopatogénicos, derire eles,
obesldade e desordens do teddo adlposo, resisiénda 2
insulina e alguns fartores que atliam independentemente,
como maléadas de origam hepdtaa, vasaular e imunoldgica.
Alem disso, outros fatores como aumento na idade. estado
pré-inflamatarnio e ateragbes hormonas tm sido apontados
como ervohidas no deservohimenio da sindrome Karundy,
Rrewes el 20041

AN AP Gk EE, dRews A

Epidemiologla da Sindrome Metabdéllca

Da mesma forma com a gue ven acontecendoe cam
a obesidade, a sindrome metabdlica estd se tomando
uma condicao cada vez rnais prevalente tanto emn palses
desernolvidos quartia em pafses em deservolimenta. Em
um estudo tansversa reallzado nos Estados Unldos, fol
venificado que a prevalénda de SM foi de 23,7%. Quando
estes dados forarn esgatificados para idade, houve umn
aumento na ocaménda de §,7% em indiiduas de 20-29
anos para 43,5% em Indhiducs de 6069 anas jFard, Glies
et af, 2002). Da mesra maneira, [Gu, Reynalds e af, 2004
aaliaram urna amosha represeniativa de 15540 dhineses
com idade entre 35 e 74 anos emn 2000 e 2001, e verificaramn
quie a prevalénda de SM fol de 9.8 ¢ 17.8% em homens ¢
mulheres, respectivamente. Além disso, os autores relatam
que 3 prevaléricia foi maior emn regides rurats do pafs.

No Brasil, raros estudos avaliaram as caracierisiicas
epiklemniclogicas da sindrome metabolica. {Salaroll Barhosa
et ak, 2007} avallararn, em um estudo ransversal de base
populsconal, a prevalénda de Sindrome Metabdlica nz ddade
de WitAria IFSl e individh i cramy iddaede de 2564 onne 2

Vitoria (B} em indivduos com idade de 25-6% anos €
verificaram uma prevalénicia de 29,89%. Chservaram, também,
que a prevalénicia aumentou progressivamente com a idade
[15,8% € 48.3% para os grupos de 26-34 e 55-64 anos,
respectivamente} € em mulheres de acordo com a redugdo
na nivel sécio-ecandmico.

Em Qdonrolegia, tem havido por parte dos pesguisadores
urm crescente interesse no estudo da inter-relacdo da
obesidade com as doengas periodontais. Essa preccupacao
torma-se evidente, @ medida que boa parte do conhedmento
dentlfico disponivel sobre esta tematica foi produzido nos
ultdmas 5 anos. Nesse sentido, a SM, por se gatar de uma
condicio intmamente ligada A obesidade, também temn
despertado interesse na drea odontologica.

Doencas Perfodontals
As doengas periodontais sdodoencas de natureza infecto-

An offical publication of the Brazilian Sodety of Peviodontology S5N-8T03-9733

de insergso {Page € Komman, 1997). Segundo a Academia
Americana de Periodontiz {AAP}, as doengas periodontais
se subdividem em deis grupos prindpais: Gengivites e
Periodondies. As genghvites s3o caracterizadas por uma
inflamacic na margem gengival causada pelo biofilme
supragengival. Suas caracteristicas dinicas sao vermehidao
e sangramenta & sondagem leve, bern como edema. Seu
uatamento cansiste na remocao de fEtores etentivos de
placa [como por exemplo. cilculo dental], maotivagio e
aylentacan pard o contode do hiofitme sipragengival As
periodontites Zcometern os teddos de sustentagao dos
dentes figeamenio periodontal, osso abveolar e camentol ©
sdo Gausadas pelo blofime subgenghal Suas caracterisicas
dinicas s3o presencz de sangrarnenta subgengival, formacdo
e balsa pericdonial, aumento na mobilidade dergal, perda de
insercao e dssea, podendo levar & perda dentada. [Armitage,
1999]. O matamento das periodonttes consiste na remocso
profissional de hiofime subgengival aravés de procedimentos
de raspageam € alisamerio radioudar subgengival.

As manifestagbes de gengivites e perindontites s3o
sabidamente influendadas por aguns fatores ambientals,
compartamenais, bioldgicos @ medicarmentosos. Entre dles
estdo dguns mikgorganismos componerntes dos biofimes
supra e subgengival [Soaansky e Haffajee, 2005, © furmo
{Bergstoom, Elasson of 2. 2000; Gewrs, Lewls ef af, 2003}
€ o diabetes [Tayior BUTT or 2, 1998} BExistern ainda outnos
indicadores que tém sido apontados como modificadores
do processo salde/doenca pericdontal. como fatores
sodoecondricns [Susin, Dalla Veodhia ef 21, 2004, estiesse
{Bredk, Thiane e 27, 19961, pollmorfismas genétkos (Kinane,
Shiba et &, 2005} osteoporose (Geurs, Lewis et 2, 2003,

mnaamn exreccivn de ool Tezal Grossi o 2F 200481

consumo excessivo de dlcool (Tezal, Grosst ef 2, 2004,
obesidade [Dalla Vecchia, Susin er &f, 2005) e uso de alguns
medicamentes, come Fenitoing e Cidosporina {Kinane e
Marshall, 2001).

E consenso na literatura a necessidade de uma infecgio
par bactérias para que ocana quebra da homeostase teddual
que gerara destruicao do periodonto {Lindhe, Hamp et al,
1973). Portanto, tanto em situagdes onde ha uma hiper-
resposta, quanto em casos de imunossupressdo, pode ocomrer
uma piara na condicao periodontal [Kinane e Lappin, 2001}
Assim, estudos que avaliem z plausibiidade bioldgica e os
efeitos de diferentes situagoes que modulam a resposta do
hospedeimo 530 necessarios.

Relagio entre Sindrome Metabdlica e Doenga
Periodontal
Poucos foram os estudos que avaliaram a relacdo entge

47
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Caracteristicas da
amostra

EUA
13.677 individuos
idade=17 anos
NHANES Il

Japao
1070 individuos
40-70 anos
281H/789M
Servio de Salide
do Municipio

S34M
40-79 anos

Hisayama Study

Brasil
1315 nipo-
brasieiros
30-92 anos
Japanese- Brazilian
Diabetes Study
Group

Frang
255 individuos
35a 74 anos

ACHADOS PRINCIPAIS 005 DIFERENTES SSTUDOS EFMDEMIOLOGICOS QUE AVALIARAM A RELACAO ENTRE SM E DP

Exame periodontal/
Desfecho

Barne Parcial;
Df moderada 2 sftios
Pi=4rmm
[P severa Z sitios
Az&mm

CPI;
Cadigo 3 ou 4
PS=4mm)

Exame pardal;
PS média {=2mm} e
Pi média [=3mm)

Pl
DP Leve: 1 sitio PS4-
Smm
DP Severa: 1
sftio PS=6mm

Exame compiero
[4 skics)

D maderada:

2 ou mais sftias
nmerproximats com PI
=4 mou PS=5mm,
20 no mesme dente

DP severa:

2 ou mais sftios

Pizémm ou 1 ou

mats com PS=5
mm, rdo N0 Mesno

dente.

Resultados

Estudos transversals

5M [pelo menos 3}
CC. homerm/muiher

< {02/ <88 am

IMC =75
A= 1 3/85mimHy
HOL homemymuiher<40
e <50mg/dl

TG=1i50mg/d

Gicemia=1 i0mgidt

Sm
IMC=25
TA=130/85mmHy
HDL{homem/mulher| <40
e <50mg/dl
TG=150mg/d!
Glicemia= 110mg/dl

ShA
CC, PSz2mm
=83
>83
CC, A=3mm
=83
>84
HDL A=3mm
250mg/dL
SM (pelo menos 3)
CC, homem/mulher
<102/<88
IMC=25 kg/m¢
TAz130/85mmHg
HDL homem/mulher
<40 e <50mg/dl
TG=150mg/dl
Glicemia=110mg/dl

SM (peio menos 3}
CC, homerm, muther
= 102am\ =88cm
TA= [40\9GmmHg*
TGz 150 mg/d*
LDL-C= 160 mg/di*
Gloemiaz 126 mg/di

*Considenou-5e uso de
: ihh .
hipoglicimicas e para

hipooalesterakmiz

DP Leve freferéngia)
DF Moderada 0.91
[6.56-1.48
DOP severa 231
{1.E3-473

OR (IC 95%)

0 (referéncia)
1-1.34{0.9-1.8)
2-1.36(0.9-2.0
3-2.13(1.2-3.7)

4/5-2.34]1.08-5.08)

OR {iC 95%}
I freferéncial
18(1.2-28

I freferercia)
0.9(04-1.9
2.8(1.45.6)

OR (IC 95%)
0.44 (0.16-1.21)

DP moderada 1.54
{B.59-4.01)
DOF severa §.97
074523

Comentario

fumo

Examinadores foram
treinados, porém
nao foi realizada
reprodutibilidade
Nao foi realizada
avaliagao da CC

Andlise gustada pard
idade e fumeo

Nao ha dados de
reprodutibilidade dos
examinadores;

Examinador
calibrado.

Andlise ajustada
para idade, género,
nivet de educacio,
fixmo, consumo de
Alcool, CRP & biofiime

Autores

DY afumo,
Sabbah er &,

Kushiyama,
Snimazaki er
al, 2009

Shimazaid,
Saito et al,

Borges,
Gimeno et al,
2007

al, 2018
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amostra Desfecho Resultados Comentario Autores
Estudos transversais
SM jpelo menos 3} Andise ajustada para
idade, género, renda
CC, homermt mulher
média da familla,
=90 an i =85m . -
o wm @ p| TG 1s0mgidL '“mﬂ “I"ﬁ'g“‘a;".t
- f ROLhomemymcner OR [IC 95%} .. - Han, Lim et
1046 ndividuos da2 <40A<50mg/ 17122237 didria de esaovagdo e 2 3010
= 18 anas Com periadontite e atvidade fisica. -
CPL3 ou d) TA> 130\8SmmHg*
Glicernia > | 10g\dL )
- Examinadores
*Considenou-se uso de —
ant-hipertensivos. K 6.6
SM
IMC=25kg/m?
Japao CPI TA=130\85mmHg OR (IC 95%) Analise ajustada Morita,
2478 indmviduos CR=2 TG=150 mg/dL 2.4(1.7-2.7) para idade, género e | Ogawa et al,
24-60 anos CPI=3 HDL <40 mg/dL T [umo. 2009
Glicemia=110 mg/dL
HbATC =55
Distanda JAD-crista SM (pelo menos 2)
alveolar em RX CC, homem\ mulher Analise ajustada
i = | = i
CUA par?or{amms = rﬂ?cm, =88m OR(IC 95%] para J_dado, SeX0, Nesbitr
) Perd lar: TGz=150mg/dl etnia e fumo.
BLSA Study ] o 261 (1.1-6.1) _ o Reynolds et
R -ausente ou leve: Glicemia=110mg/dl Naa se realizou o
200 individuos . . , - al., 2009
122mm TA=130\85mmHg* exame clinico
-moderada ou *Considerou-se uso de periodontal.
SEVEra: =3mm anti-hipertensivos
Estudo de Caso-Controle
. SM [pelo menos 3) OR (IC 95%) Analise ajustada
Exame completa (2 T T
; . CC. homem/mulher Saude: referéncia para género,
China sitios por dente] e - ; :
208 parlicipantes Satide: Pl 0% <250/ =280 DF Leve: 6.9 {1.07- idade, e fumo
- R TA=130/85mmHg 447 Fxaminacior L, He et al,
37-78 anos DP Leve: Fl=0-33% . . ; .
N o HDL homem/mulher<:40 | DF moderada: 9.9 treinado, porém 2009
Comunidade DP moderada: 5 s -
o e <50mg/dl (1.50-65.24) nao informados
Beijing Gucheng Pl=33-67% . - o T
DP Severs FI=67% TG=150mg/dl DP severa: 15.6 dados de
e Glicemia=100mg/dl (2.20-110.43) reprodutibilidade

Legends: 0 — Cirounferfnola dx cirttura; (PL— Indioe perincontal conmumitinio; B — Hinsees; HOL — Lipoprotefize de alta degsidae TMC — Indice de masa ompocel LD — Cpoprotefita de balxa
demsidaties M Molhores; OR  Oddscalig PU Penda de bsergio; PS5 Profindbdade de sondagem; 560 Sindmuoe Metahdilics; P Doenga Ferlodontal; TA - Tensio Aderlal; T6  Telgliceridens;
I — Ferval de Conftangs:; PL— Penda de Insergio; Hisklc — bemnglobing gilcads.

SM e Doenga Perodortd [Quadro 1}. A malor parte dos
estudos desermobvidos é de natureza epidemiologica e utiliza
defineamento da tipe bansversal sendo a maiornia reafizada
em populagdes asidbcas. A andlise dos dados conternpla
estratfvaghes para as prindpdts faores de confiusdo ervolidos
na etdopatagenia de ambas as doengas. Adiconalmerte, os
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protocolos de exame periodontal sdo pardals e, na malona,
nda sao apresentados dados de reprodutibilidade dos
examinadores. Com refacio aos pardmetras da Sindrame
Metahdlica, & defirmicio mals frequentermenie utlizada foi a
do Nadonal Cholesterol Education Program’s Adult Treaanent
Panel Il - ATPII [NCEP 2001}
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Apesar de utilizaremn delineamentos semelhantes, os
resukadas dos estudos apreseritam-se hastarte controversos.
Alqurs autores [Shimazaki, Saito ef ai, 2007; D'Aiito, Sabbah
ef 2, 2008; Kushiyama, Shimazald er &, 2009; L. He o al..
2007: Morita, Ogawa ot ai, 2009; Neshitt, Reynolds et &,
2009; Han, Um er &, 2010; Morita, Yamazaki ef af, 2010}
enconiTaram assodagies sighificativas para a relacio entre
doenca perindontal e sindrome metabdlica. Issa significa que
individuos portadores de pardmetros rladonados a sindrome
metzbdlica apresentam fsco aumentado de deserwohimerxao
de doencas periodontais. For outro lado, [Borges, Gimeno ef
X, 2007} ¢ Benguigul, Bongard et af, 2010), ao avaligern
amastras de ripo-brasieiros e franceses, respecivamenrte,
N30 ENCONTArAT assodacio entre as condigdes supradtadas.
Uma possivel explicacio para as diferencas existentes enire
os estudos sdo os citérios utilizados pelos autores na
dassificacao de ambas as doengas.

A influéncia da doeniga periodarnital sobre as pardmetios
da SM também fol recentemente avaliada por Morita ef
& 2010. Os autores demorsiaram que a presenca de
periodontite esteve reladonada a uma piora nos parametos
da SM ac lango de 4 anos sugefindo que a prevenao
das doengas periadontals poderia interferr em desfechos
reladonadas & SM.

Apenas urn estudo piloto fol publicado até o momento
avaliando o efeito da terapia periodontal em padentes
portadores da sidrome metabdélica. O mesmo Tatou-se
de um estudo de intervengio realizado na ndia com 31
indiiduos indufdos {Acharya, Bhavsar er al, 2010). Foram
realizadas comparagbes dos parametros de inflamacia
sistémica pdsterapla periodontal, em um periodo de dois
meses. Os resultados mostraram reducio significativa nos
nfvels de triglicerideos e aumento significativo dos niveis de
colesterol HDOL nos individuos com sindrome metahdéfica,
Quanta 2o calesterot LDL. ndo foram abservadas diferencas
estatisdcamernte significativas entre 0s grupos experimentais.
Por gatar-se de um estudo piloto com amasta e tempo
de acompanhamento reduzidos, os dados devem ser
Intefpretados cam cautela, Lma vez que esiidas com essa
limitac3o apreseritarn poder estatistico reduzido e, portanto
haixa validade intema e extemna.

Muitos sdo os fatores apontados pelos estudas
epldeminkigicos que serviiam de plausiblliiade biokigica para
a assodagda entre SM e periodontite. Dertre eles, pode-se
AeStaCA SHTESE adAtT, Estado pro-nfiamatGno sistémico.
resisténcia a insuling, hiperlipidemia, hiperinsulinemia,
ente outos, Entretanto, & dificuldade para a redizacdo de
estudos ern hurmanos gue visem constatar a plausibilidade
dos passiveis processos bioldgicos erwohvidos nio pracesso

50

Braz J Periodontol - March 2012 - volume 22 - issue 01 - 22{1)45-52

51

PERIODONTIA

satide-doenga € notdvel

Atencio periodontal ao portador de sindrome
metabdiica - Consideracfies praticas

Como demonsirado na preserte reviség, 2 interrelacaa
entre doengas periodantais e SM tem sido estudada,
entretantc as evidéncdas ainda sdo incipientes para a
mansfarmacao na pritica dinica. Enmetanto, ha dara indkcagaa
de potendial assodacdo, tanto em tamos epidemiclogicos,
GUANTo em outras desenhnos expermertais. No momenta.
coma em qualgiier oo dpo de problema, ¢ importante
e os profissionais da Medidng e da Odonwlogia estejam
dlertas da assodacao e inforrnem a cormunidade das possivels

Na que canceme a pratica dinica, 2 atsagao interdiscpinar,
multiprofissional € recomendada. para que. caso bidja
a confirmacdo das hipoteses até o preserdke estudadas
indpiertemente, ndo se wnha perdido a oportunidade de
que as individuas portadores dos problemas em tela fassem
benefidadaos por uma pratica que corternpla o conhiedme o,
Entgetanto, Bmbém é importante que se tenha dam que ndo
se pode assumin, na dinia, que a inter-relacio é verdadeia e
provada, evitande, assim, 2bordagens dinkas equivocadas.
A Medidna e a Odoniologia, emn conjunto, poderdo, unida
seus esforcos e conhedmento, aolaborar para que 2 satide
dios individuos e comunidades seja cada vez methar, induinda
a relacdo entre SM e doendas petodontals.

The present study performed a keratune reviews about
aspects mlated ko the intermeladonship bebaeen metabolic
syndrome and periodontal diseases. Assodation soudies ane
demanstrated and a reflexion about the enqrm evidence un

R ey @ ERUNRSE LA RSASD Pl Tt RAps

ta date was perfonmed In order ta Inform Medical and Dental
professionals, Among the main findings, studies are detailed,
espedally in orental popudatorns, in whidh epidemiclogical
assadiation between metabolic syndrome and periodontal
diseases Is demonsitabed. Cantrofied dinical mals with Intemal
and external valdity Zre inexdstent, suggesting that medical
ard dermial professionals shauld keep Afert of the possible
assodation untl cusalily G of cannot be established. I this
sense, It s Impartant that the infomation and the ypotheses
urnder test are spread o the community in order to ernphasize
an interdisapiinary and muibiprofessional approacdh to the
individua that has metabolic syndrome.

UNITERMS: periodontal medicdne, periodonitis, insulin
resistace. review
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ABSTRACT

Objective: to evaluate the effect of body weight on the occurrence of spontaneous
alveolar bone loss in Wistar rats.

Methods: Twenty-eight rats were randomly divided in two groups. Control group
received standardized rat chow diet and water. Test group received cafeteria (CAF)
diet during 17 weeks. The diet was available for both groups ad libitum. Body weight
and Lee Index were evaluated. At the end of the experimental period, rats were killed
by decapitation and maxillae were defleshed with 9% sodium hypochlorite.
Morphometric analysis was performed in digital standard photographs. Presence of
spontaneous periodontitis was considered when mean alveolar bone loss was =
0.51mm (75" percentile). Statistical analysis was performed with chi-square test,
Mann Whitney and independent samples t-Test (significance level P<0.05).

Results: After 17 weeks of exposure to standard CAF diet, a statistically significant
mean difference in body weight (g+SD) (478t+43 vs. 580+60) and Lee Index
(3.07+0.05 vs. 3.24+0.07) was observed between control and obesity groups,
respectively. Median of alveolar bone loss (mmSD) for test and control groups was
0.438+0.17 and 0.411+0.08, respectively. In animals submitted to CAF diet, 20 sites
were classified as spontaneous periodontal disease, whereas in control animals, only
8 sites exhibited periodontal breakdown according cut-off point (75" percentile). A
statistically significant difference between groups was detected (P=0.009).
Conclusions: It may be concluded that obesity increases occurrence of spontaneous

periodontal disease in Wistar rats.

Key Words: Obesity, spontaneous periodontitis, cafeteria diet.
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INTRODUCTION

Obesity, the major nutritional disorder in developed and developing countries,
is characterized by extreme body fat accumulation related to lean body mass’. It is
known to increase risk for several chronic inflammatory diseases and conditions such
as cardiovascular disease, type 2 diabetes mellitus, and arthritis?>. Systematically,
clinical studies demonstrated higher blood levels of proinflammatory cytokines in
obese patients when compared to non-obese subjects3'5.

In the last decades, the evidence linking obesity to the occurence of
periodontal disease has grown both in epidemiological and clinical studies. Presence
of worse periodontal disease parameters such as bleeding on probing, severe
periodontal pockets and alveolar bone loss were noticed in individuals with higher
indicators of obesity®". It is still unclear whether obesity truly precedes periodontitis.
However, the underlying biological mechanisms for the association of obesity and
periodontitis most likely involve adipose tissue-derived cytokines and hormones'.
Additionally, recent studies suggest an association between obesity and putative
periodontopathogens (red complex) in obese subjects.

In the etiopathogenic process of periodontal diseases, the inflammatory
pattern is one of the determinants of alveolar bone loss'. The production of
inflammatory cytokines by the adipose tissue has also been considered important in
the homeostasis of periodontal breakdown'?. In this sense, studies in animals have
shown evidence that obese animals tend to respond to the challenge of inducing
disease differently. The study by Verzeletti et al (2012) demonstrated increased
ligature-induced bone loss in obese rats. However, Simch et al (2008) did not
observe higher degrees of periodontal breakdown in overweight rats.

Studies evaluating the occurrence of spontaneous alveolar bone loss related
to fat accumulation are nonexistent. Therefore, the hypothesis to be tested is that
obesity increases spontaneous periodontal breakdown in rats. The aim of this study
was to evaluate the effect of obesity on the occurrence of spontaneous alveolar bone

loss in Wistar rats.
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METHODS

STUDY DESIGN

This is a prospective, randomized, controlled, and blinded animal model study.
The protocol followed all recommendations of the ARRIVE (Animal Research:
Reporting In Vivo Experiments) guidelines for execution and submission of studies in
animals'. The study protocol was submitted and approved by the Animal Research
Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil (protocol
number 110051). The protocol complies with the regulations set down by the
Universal Declaration of Animal Rights (UNESCO - January 27, 1978) and the
International Ethical Guidelines for Biomedical Research Involving Animals (Council
for International Organizations of Medical Sciences — CIOMS). Figure 1

demonstrates de flowchart of the study.

Animal  y o Basalina Week 17

Obtaining Caloteriz dint Sacrifice
| | | |
=30 Adaptaiion perlad Bady weighl asssssmen =28y
Ramdam slocaiion in 2 groups. Body waight cascssmon
Comiral Group — Starrdant diel [n=15) Loe Irdex
Dbesily Group — Caleledia diel [m=16} Mamillae emcision +
Dally: Spedmen preparadion
Diat repiacomer Contral Group — [=14)

Obesity Group - (=14}
Figure 1 — Study flowchart.

ANIMALS

Twenty-eight (out of thirty), 60 days-old, male Wistar rats (weighting
approximately 350g) completed the present study. Animals were housed in groups of
4-5 under a light/dark cycle of 12 hours and room temperature (22°C+2°C) with free
access to water and the allocated diet. All necessary procedures to minimize pain
and discomfort were carried out by experienced researchers.

The sample size calculation was based in a study by our group, in which a
significant difference was observed on spontaneous alveolar bone loss'®. Taking into
consideration the variability of measurements of alveolar bone loss, and accepting as
significant differences among experimental groups of 0.06mm, with alpha and beta

errors of 0.05 and 0.2, respectively. The estimated number of animals in each group
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was 13. Based on attrition rates observed in our previous studies, 15 rats in each

group were included.

RANDOMIZATION AND GROUP ALLOCATION

Animals were randomly divided into 2 experimental groups according to body
weight. A stratified randomization strategy was used in order to minimize possible
group impairment at baseline. Strata comprised tertiles of body weight and
randomization was performed by draw within these categories in the following
groups:

Control group: Standardized rat chow (Nuvilab CR-1, NUVITAL®, Curitiba,
PR, Brazil).

Obesity group (Cafeteria diet-induced obesity): High fat and hypercaloric diet.

CAFETERIA DIET-INDUCED OBESITY

A palatable hyperlipidic and hypercaloric diet consisted of 55% carbohydrates,
20% lipids, 20% proteins and 5% of other constituents (sodium, calcium, vitamins,
preservatives, minerals, etc.), adapted from a hyperlipidic diet known as cafeteria diet
(CAF diet) or western diet'’. The percentage of nutrients was calculated from the
information provided by the manufacturer. CAF diet comprised sausage, filled
cookies, wafer, condensed milk, chips and soft drink. Animals also had access to
standard chow and water.

Diet was replaced daily to allow consumption of fresh and varied food, as well
as water, soft drink and condensed milk. All foods were available ad libitum both for

obesity and control groups.
BODY WEIGHT AND LEE INDEX ASSESSMENTS

Animals were weighted at baseline and at week 17. Additionally, at the end of
experimental period, the naso-anal length was measured in order to calculate the

Lee Index'®, by means of the following formula:

3/BW (g) /NAL(cm).10
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This index corresponds to the ratio between the cube root of body weight (g)

and naso-anal length (cm) of the animals multiplied by 10.

SACRIFICE

Animals were sacrificed 110 days after baseline by decapitation 24 hours after
the last body weight assessment.

SPECIMEN PREPARATION

Maxillae were removed, sectioned, and defleshed in 9% sodium hypochlorite
for 2 hours and the remained soft tissue was removed mechanically. After this period,
specimens were washed and dried. For a better visualization of the cemento-enamel
junction (CEJ), maxillae were stained with 1% methylene blue, according to
Fernandes et al. (2007)"°.

MORPHOMETRIC ANALYSIS

The morphometric analysis was performed by standard digital photographs.
Pictures were taken using a 6.1 megapixel digital camera (Nikon™ Coolpix,
Ayutthaya, Thailand) coupled to a tripod and equipped with 100mm macro-lenses
with minimal focal distance. Specimens were fixed to an endodontic ruler, parallel to
the ground. Photographs of the buccal and palatal aspects of right and left
hemimaxillae were taken.

A calibrated examiner performed the measurements of the linear distances
from the cemento-enamel junction to the bone crest, using Adobe Photoshop™ CS4
software (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA). Group distribution was kept by
an external researcher, in order to warrant blindness of the examiner. Five
measurements were performed on each surface of second molar both buccally and
palatally (two on the distal root, two on the mesial root and one on the furcation). The
measurements in pixels were then converted into millimeters using the markings of
the endodontic ruler to which the hemimaxillae were attached as reference (Figure
2).
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FIGURE 2 - Specimen and measurements on the buccal surface.

All  procedures for specimen preparation, photographs as well as
morphometric analysis were performed at the Laboratory of Periodontology of the
Federal University of Rio Grande do Sul and followed the methods proposed by
Fernandes et al. 2007"°.

DEFINITION OF SPONTANEOUS PERIODONTITIS

The primary outcome of the present study was the occurrence of periodontitis.
For that, a cut-off point was established, in order to define periodontal disease
occurrence. An analysis of all measurements was performed and the 75 percentile
was considered the cut-off point. Thus, measurements 20.51mm were considered as

spontaneous periodontal breakdown.

REPRODUCIBILITY

Twenty pictures for the morphometric analysis were randomly selected to be
double-measured with a one-week interval. The intra-class correlation (ICC)

coefficient between measurements was 0.98
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Body weight measurements were repeated in 20% of the sample at baseline
and 30% at week 17. The calculated ICC was 0.87 and 0.99 at baseline and week
17, respectively.

Repeated measurements of naso-anal length was performed in 9 animals at
the end of experimental period and the reproducibility of the Lee Index demonstrated
an ICC of 0.94.

STATISTICAL ANALYSIS

For all evaluated parameters the normality was tested by Shapiro-Wilk test.
Mean body weight and Lee Index were calculated for obesity and control groups and
compared by means of independent samples t-Test.

Median and interquartile range of the distance from the CEJ to the alveolar
bone crest for buccal and palatal sites were calculated and compared by means of
Mann Whitney test. Sites classified as positive for periodontal disease occurrence
were compared among obesity and control groups by means of chi-square test. All
analyses were performed in Stata 10.1 for Macintosh (Stata™, College Station, TX).

The level of significance was set as 0.05.

RESULTS

Two animals (one from the obesity and one from the control group) died during
the experiment. The necropsies revealed no relationship to the protocol. Body weight
of animals at baseline was of approximately 350g, with no statistically significant
difference among groups. After 17 weeks of exposure to CAF or standard diet, a
statistically significant difference in body weight was observed among groups and is
demonstrated in Table 1. Animals exposed to the hyperlipidic and hypercaloric diet

presented increased body weight as compared to controls.
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Table 1 — Mean weight in grams (+ SD) for groups and time periods.

Group Baseline Week 17
Control 345 + 37 478 + 43
Obesity 347 + 28 580 + 60
P Value* =8 <.01

*Independent sample t-test

Figure 3 demonstrates the Lee Index at week 17. The observed means for

obesity and control groups were 3.24+0.07 and 3.07+0.05, respectively. A statistically

significant difference was demonstrated among groups, suggesting obesity.

(P<0.05).

Control =

Obesity =

_|

] ]
2.0 2.2 2.4 2.6 2.8

1
3.0 3.2 3.4

Figure 3 — Mean Lee Index (g/cm) at week 17 for obesity and control groups.

Figure 4 shows data distribution of alveolar bone loss for both obesity and

control groups at the end of experimental period. It could be observed that median
(percentile 25 and 75) of alveolar bone loss was 0.438 (0.236 — 0.555) and 0.411
(0.344 — 0.499) for obesity and control groups, respectively. No significant

differences were observed between groups (P=0.11).
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Figure 4 — Median and interquartile range (mm) of alveolar bone loss for Obesity and

Control groups. Mann Whitney (P>0.05).

No adverse events were observed during the experiment. The main outcome
of the present study is demonstrated in Table 2. In animals submitted to CAF diet, 20
sites were classified as experiencing spontaneous periodontal breakdown, whereas
in control animals, only 8 sites exhibited periodontal breakdown according to the
present cut-off point. A statistically significant difference among groups was detected
(P=0.009).

Table 2 — Occurrence of periodontal breakdown on sites according to group.

Group Sites With periodontitis Sites Without periodontitis
Control 8 48
Obesity 20 36

Chi-square test P=0.009

DISCUSSION

The present animal study evaluated the effect of obesity related parameters

on spontaneous alveolar bone loss in Wistar rats. The results showed that the CAF
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diet-induced obesity was associated with an increase in occurrence of periodontal
disease.

The study of pathogenesis of periodontal breakdown has experienced
profound modifications in its understanding. This is related to the fact that most
studies that evaluated etiopathogenic processes of periodontal diseases in rats used
different disease induction models®® 2'. One question has always been made in these
models, related to a possible excessive amount of challenge present in the models
(bacteria, ligatures, incisions etc.). However, recently inquiries have been made to
these models since studies demonstrated that in areas where disease was not
induced, it was possible to observe periodontal breakdown?* '°.

The definition of cut-off points for presence or absence of periodontal disease
is a core question. However, to the best of our knowledge, there was no definition
about this issue in the literature. Our study used a definition of presence of
periodontal disease based on 75 percentile of all measurements of the sample. Data
distribution has been used in epidemiological research for definitions of disease,
based on the assumption that the continuous distribution of the outcome is an
expression either of severity or of the highly affected®® ?*. In this sense, a cut-off point
in the third quartile was determined in the present study in order to distinguish sites
with the highest levels of periodontal breakdown from those experiencing limited
disease.

Obesity has been considered an important risk indicator for periodontal
disease® . However, the biological mechanisms for the association remain obscure.
Indirect evidence suggest that adipose tissue cytokines and hormones could play a
key role as modifiers of host response contributing to periodontal breakdown. Some
studies have evaluated the effect of diet-induced overweight and obesity on ligature
induced alveolar bone loss in rats® . The results demonstrate that obesity can
increase ligature induced alveolar bone loss. The present study evaluated
spontaneous alveolar bone loss without any method of disease induction since the
presence of a ligature, for example, could increase total amount of bacteria or
represent an excessive challenge for host.

One important fact that has to be highlighted in the present study is that
obesity was induced by CAF diet. Diet consistency and bedding could influence
spontaneous alveolar bone loss due to attrition of chow and wooden chip on

periodontal tissues®?. However, in the present study, animals in obesity group
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received both CAF diet and rat chow, and both groups, obesity and control, were
maintained in similar cages. Therefore, the comparability of the exposures in this
sense limits the possibility of bias.

The exposure variable of the present study is obesity. A difference of
approximately 18% in body weight was observed among groups. This has been
assumed in the literature as inferring obesity?”. Additionally to body weight
measurements, the Lee Index was calculated and a statistically significant difference
was observed in mean values. Therefore, one can assume that rats in the obesity
group are obese.

CAF diet induced obesity can increase body weight, generate
hyperinsulinemia, hyperglycemia, glucose intolerance and increased adiposity and
hepatic steatosis®® ?°. Therefore, one important limitation that has to be taken into
consideration is the possible effects of these problems in periodontal breakdown,
especially if rats became diabetics. However, epidemiological studies have also used
reported diabetes as a sole indicator of glucose intolerance® °. The possibility of this
interaction should not be ruled out. However, it is well known that obesity is strongly
associated with diabetes and therefore both problems should be addressed of part of
the same set of conditions.

The possible explanation for the increased periodontal breakdown in obese
animals relates to the inflammatory status associated with obesity. Higher
productions of pro-inflammatory cytokines such as IL-6, TNF-a, etc. have been
reported in obese individuals >°.

The study performed by Verzeletti et al (2012) encountered higher degrees of
ligature-induced alveolar bone loss in obese rats, while the study by Simch et al
(2008) could not demonstrate this difference in overweight rats. The classical study
by Perlstein and Bissada also demonstrated higher degrees of periodontal disease
in obese rats. These findings are in accordance with epidemiological studies that
have associated periodontal disease with obesity, but not with overweight® ® *'. This
study relied on a rigid quality control using all possible mechanisms to avoid bias i.e.
sample size calculation, randomization, blinding and reproducibility analysis.
Therefore, increased internal validity is warranted. Also, with these methodological
characteristics, a reduction in the number of animals in studies is possible. It should
be emphasized that animal studies are still an important part of determining causality

and Wistar rats are the most used model in periodontal research, especially because
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of the biological and anatomical similarities with human periodontium®? ', It can be
concluded that obesity increases the occurrence of spontaneous periodontal disease

in Wistar rats.
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ABSTRACT

Background and Objective: epidemiological studies have demonstrated a positive
association between Metabolic Syndrome (MetS) and periodontitis, however studies
about the biologic plausibility between the two conditions are inexistent. The aim of
the present study is to evaluate the role of metabolic syndrome in the pathogenesis
of alveolar bone loss in Wistar rats.

Material and Methods: 60 male Wistar rats were randomly divided in four groups:
control (CT), periodontal disease (PD), metabolic syndrome (MetS) and metabolic
syndrome + periodontal disease (MetS+PD). Groups MetS and MetS+PD were
exposed to a high fat hypercaloric diet (Cafeteria diet). At week 12, periodontal
disease was induced in groups PD and MetS+PD, by placement of a silk ligature at
the upper right second molar. The contralateral molar was considered intra-group
control. Body weight and Lee index were evaluated weekly during the entire
experimental period. Serum glucose and cholesterol/triglycerides in the liver were
evaluated at week 17. Percentage of alveolar bone loss (%ABL) was measured by
micro tomography (uCT) and serum TNF-a and IL1-f evaluated by Elisa at the end of
the experimental period.

Results: 58 animals completed the study. There was an increase in body weight,
Lee index, cholesterol/triglycerides in the liver for groups that were exposed to
cafeteria diet showing that the model was effective in reproducing MetS parameters.
No significant differences in gluocose levels were observed between the groups.
Groups PD and MetS+PD exhibited a significant higher %ABL when compared to CT
and MetS groups. The presence of MetS significantly increased %ABL in MetS+PD
group as compared to PD group (53.60+3.44 versus 42.78+7.27, respectively). A
significant increase in %ABL was detected in groups in which metabolic syndrome
was induced (P<0.01) in sides with and without ligature. No significant differences
were observed between CT and PD as well as in MetS and MetS+PD for the sides
without ligature. No significant differences were observed between groups for IL1-
and TNF-a.

Conclusions: presence of MetS modulates the host response to challenges in the

periodontium, probably increasing the expression of periodontal breakdown.

KEY WORDS: Syndrome X, Insulin Resistance Syndrome, microtomography,
Obesity, Periodontal Disease.
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INTRODUCTION

Metabolic syndrome (MetS) is characterized by the simultaneous occurrence of
metabolic abnormalities including obesity, impaired glucose tolerance or diabetes,
hypertension and dyslipidemia. It has been associated with a series of negative
outcomes, including from cardiovascular problems to increased inflammatory status
(1).

The prevalence of MetS has increased lately both in western and eastern
countries and its consequences are of public health concern (2, 3). Numerous
definitions have been proposed for MetS, but the criteria proposed by the National
Cholesterol Education Program’s Third Adult Treatment Panel (ATPIIl) (1) are
actually the most used. Metabolic syndrome can be identified as the presence of
three or more of the following components: obesity, elevated triglycerides levels,
decreased HDL cholesterol levels, elevated fasting glucose levels and elevated blood
pressure. The pathogenesis of MetS is not completely clear, although it has been
suggested the involvement of three pathways: obesity and adipose tissue disorders,
insulin resistance and other factor that act independently as hepatic, vascular, and
immune molecules as well as pro-thrombotic and pro-inflammatory state (4).

Epidemiological studies have demonstrated that MetS is associated with
higher degrees of periodontal destruction in different populations (5-10). However,
while some of these studies found that individuals with MetS presented an increase
of approximately twice in risk of periodontal disease, (7-10) others found no
association between the conditions (5, 6). Additionally, the mechanisms related to
this association are still obscure. It is possible that the inflammatory burden present
in MetS is also capable of modifying the host response to the dental biofilms.

In this sense studies about the biological plausibility underlying the association
of MetS and periodontal disease are lacking. The aim of the present study is to
assess the role of MetS in the pathogenesis of alveolar bone loss in Wistar rats. The
hypothesis to be tested is that MetS is associated with higher degrees of periodontal

destruction.

MATERIAL AND METHODS
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Study Design
The present study followed a randomized, prospective, controlled, animal model

design. Figure 1 describes the flowchart of the study in detail.

Animal 17
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Figurs 1 — Shudy fowchart

Animals

A total of 60 male, 60 days-old Wistar rats, weighing approximately 350g were used
in the present study. Animals were housed in plexiglass cages in groups of 5 rats
each. During the entire experimental period, they were kept in a silent room under a
light/dark cycle of 12 hours and controlled temperature (22°C + 2°C) with free access
to water and the allocated diet. The study protocol was submitted and approved by
the Animal Research Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
Brazil (protocol number 110051). The protocol complies with the regulations set
down by the Universal Declaration of Animal Rights (UNESCO - January 27, 1978)
and the International Ethical Guidelines for Biomedical Research Involving Animals

(Council for International Organizations of Medical Sciences — CIOMS).

Sample Size Calculation

Sample size estimation was based in a study performed by Verzeletti et al. (2012)
(11) which evaluated the effect of obesity on ligature-induced alveolar bone loss in
Wistar rats using similar methods of the present experiment.

Alveolar bone loss was considered the main outcome for sample size calculation. A
sample of 14 animals for each group was estimated considering a power of 80% to
detect a difference of approximately 0.14mm between experimental groups. The
significance level considered for the estimation was 5%. Based on previous studies
performed by our research group, an attrition rate of approximately 10% was

considered, totaling 60 animals.

Random Allocation
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Animals were randomly divided into 4 experimental groups according to body weight.
A stratified randomization strategy was used in order to minimize possible group
impairment at baseline. Strata comprised tertiles of body weight and randomization
was performed by draw within these categories in the following groups:

Control Group (CT): animals received standardized rat chow (Nuvilab CR-1,

NUVITALTM, Curitiba, PR, Brazil). There was no induction of periodontal disease as
well as metabolic syndrome.

Periodontal Disease Group (PD): periodontal disease was induced by ligature

placement and animals received standardized rat chow (Nuvilab CR-1, NUVITALTM,
Curitiba, PR, Brazil) during all experimental period.

Metabolic Syndrome Group (MetS): metabolic syndrome was induced by a high fat
and hypercaloric diet during the entire experimental period. There was no induction
of periodontal disease.

Metabolic Syndrome and Periodontal Disease Group (MetS+PD): Both, metabolic

syndrome and periodontal disease were induced as described above.
Experimental Procedures

Metabolic Syndrome Model

MetS was induced through a palatable hyperlipidic and hypercaloric diet consisting of
55% carbohydrates, 20% lipids, 20% proteins and 5% of other constituents (sodium,
calcium, vitamins, preservatives and minerals), adapted from a hyperlipidic diet
known as cafeteria diet (CAF diet) or western diet, previously described in the
literature (12-14). Cafeteria diet comprised sausage, filled cookies, wafer, condensed
milk, chips and soft drink. The diet was calculated based on information provided by
the manufacturer. Animals also had access to standard chow and water.

The diet was available ad libitum and was replaced daily to allow consumption of

fresh and varied food, as well as water, soft drink and condensed milk.

Periodontal Disease Model
After a period of 12 weeks of diet exposure and the establishment of MetS,
periodontal disease was induced by placement of a silk ligature (Ethicon, Johnson &

Johnson, Sao Paulo, Brazil) on the right upper second molar with the knot made on



77

the buccal side (15, 16). The contra lateral second molar was considered the intra-
group control. Ligature placement was performed under general anesthesia with
inhaled 5V% isoflurane (Isoforine™ Cristalia, SP, Brazil), vaporized in 100% oxygen
by facemask. All anesthetic procedures were performed by a veterinarian. At this
time, blood samples were collected from the retro-orbital region and centrifuged for 5
minutes in 5000 x g at room temperature and the serum obtained was frozen at -
70°C.

Body Weight and Lee Index Assessments
Animals were weighted with a digital scale and the naso-anal length measured
weekly, by a trained and calibrated examiner. The data was used to calculate the Lee

Index (17) by means of the following formula:

3/BW (g) /NAL(cm).10

This index corresponds to the ratio between the cube root of body weight (g) and the

naso-anal length (cm) of the animals multiplied by 10.

Specimen Preparation
The animals were killed at week 17 after the baseline (30 days after placing the
ligature) by decapitation 24 hours after the last evaluation in vivo by a trained
investigator. Immediately, the trunk blood was collected and centrifuged for 5 minutes
in 5000 x g at room temperature. Supernatant serum were pipetted and frozen at -
70°C until the moment that laboratory assays were run.

The maxillae were removed and stored in pots containing 10% neutral
buffered formalin for 24 hours. Maxillae were defleshed with 9% sodium hypochlorite
for 2 hours and soft tissue removed carefully. After this period, the specimens were

washed and kept in 70% ethanol until computer microtomography analysis.
Laboratory assays

Serum glucose

Serum glucose levels of the sample were measured using commercial kits brand
Bioclin". The measurements were performed in automatic biochemistry analyzer
Mindray BS-120™.
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Triglycerides and cholesterol

A sample of liver tissue was homogenized in saline solution (1mg liver : 20uL saline).
The homogenate was used for triglyceride dosage by means of bioliquid kit (Bio
diagnostica, Laborclin, Brazil). The cholesterol concentration was obtained from 1mL
of the same homogenate used in the measurement of triglycerides. To this
homogenate 250uL of 50% TCA was added and the solution centrifuged in
20000rpm/10min. The supernatant was pippetted and placed for drying and pellet
formation. After, it was added chloroform-methanol for dissolution and centrifuged in
20000rpm/10min. The procedure was repeated for 3 times and, following 250uL of
isopropanol were added. The measurement was performed in kits for cholesterol
evaluation (Bio diagnéstica, Laborclin, Brazil). Both, triglyceride and cholesterol
dosages were performed according to manufacturer instructions in 500nm

spectrophotometer.

Microtomography (UCT) Analysis

Each hemi-maxillae (right and left) were scanned with uCT system (Skyscan, 1176,
Aartselaar, Belgium). The x-ray generator was operated at 50 kVp, beam current at
500pA, 0.5mm aluminum filter at an image resolution of 12.45um. The images were
reconstructed with specific software (NRecon1.6.1.5 — Skyscan, Belgium) in all three
spatial dimensions and then, all images were orientated and saved in sagittal slices
(2000 x 1336) with Skyscan software (Data Viewer 1.4.3.1 - Skyscan, Belgium). The
volumetric measurements were performed after the selection of a 3-D ROI (region of
interest) with CTAn program (CT Analyzer 1.10.1.0 - Skyscan, Belgium). During the
drawing of the ROI the examiner was guided by morphological landmarks. The ROI
was delimited from the most mesial root of third molar to the most distal root of first
molar, which served as endpoint landmark borders, since the experimental
periodontal destruction and the majority of the bone loss was evident on the second
molar around the furcation and interproximal area. After the delimited landmark
borders, the contours of the ROl were drawn at regular intervals with a slice-based
method, every 10 planes, resulting in minimum inclusion of the teeth roots and
maximum quantification of alveolar bone. All contours were drawn beginning
immediately below the cemento-enamel junction (CEJ) and moving 3mm in the apical

direction. Thus, the entire bone area of the interproximal region and the furcation
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area of the second molar were involved in the ROI. Finally, on the original three-
dimensional image, the indices were calculated through the binarized ROI. The
architectural parameter evaluated was percentage of alveolar bone loss (%ABL) that

represents the volume of the mineralized tissue around the defect.

Cytokine Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

The serum TNF-a levels were measured using a commercially available ELISA kit
(Catalog E91033Ra, USCN, Life Science, Inc - USA), and the data are expressed as
pg/mL. The serum IL1-B levels were measured using a commercial Linco ELISA Kit
(Catalog E90563Ra, USCN, Life Science, Inc - USA), and the data are expressed as
ng/mL. The measurements were performed according to the instructions contained

in the package insert of the kit, according to the manufacturer's guidelines.

Reproducibility
Body weight and Lee index reproducibility as evaluated weekly during the
experimental period in 10% of the sample. Intra-class correlation coefficient (ICC)
remained near 0.99 for body weight and varied from 0.80 to 0.92 for Lee index.
Microtomography analysis was performed by one examinerand reproducibility
evaluated by means of test and retest in 20% of the sample. ICC calculated was
0.99.

Cytokine and Biochemical assays were performed by a trained examiner in uni
and duplicate respectively, and followed all laboratory and manufacturer's

recommendations

Statistical Analysis
For each evaluated parameter the normality was tested by means of Shapiro-Wilk
test and the appropriate statistical test was selected according to this assumption.
Mean and standard deviation of weight and Lee index for each experimental group
were generated and compared by repeated measures one-way ANOVA, followed by
Bonferroni multiple comparison test.

Mean and standard deviation of biochemical assays (cholesterol and
triglycerides), as well as the percentage of alveolar bone loss (main outcome) for
each experimental group were performed by means of one-way ANOVA, followed by

Bonferroni multiple comparison test. Serum levels of cytokines were presented as



80

median and 25™ and 75" percentiles and compared by Kruskall-Wallis test. The

significance level was set at 0.05.
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RESULTS
The results of the present study comprise information about the parameters related
to the establishment of MetS, the main outcome and some pro-inflammatory
cytokines that could help the understanding of the findings. One animal in MetS and
one in the CT group were lost in the second and forth weeks of the experimental
period, respectively. The necropsy revealed that deaths occurred by mycoplasma
infection, therefore not related to the protocol. A total of fifty-eight (58) animals
completed the protocol and were included in analysis.

Mean weight (grams) (x SD) at baseline was 344.9 + 36.9, 340.86 + 30.7,
347.0 £ 28.5 and 342.2 + 23.9 for CT, PD, MetS and MetS+PD, respectively, without
statistically significant between-group differences (Figure 2). A significant increase in
body weight was observed for all experimental groups over time. However, in
animals receiving the cafeteria diet, an alteration in the pattern of weight gain was
detected. From week 10 until the end of the experimental period, MetS and MetS+PD
groups exhibited a statistically significant difference in body weight as compared to
CT and PD groups. There was a significant association between time and group,
which means that in animals from MetS and MetS+PD groups, weight gain was

higher compared to CT and PD animals.
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Figure 2 - Mean weight (g £ SD) for the groups during the experimental period
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Results from the Lee Index are demonstrated in Figure 3. Similarly to body
weight, in the first 5 weeks, some variation occurred in the Lee Index, without any
clear tendency in the experimental groups. From week 6, mean values of Lee Index
for CT and PD groups remained stable throughout the experimental period. In groups
that received cafeteria diet (MetS and MetS+PD), a statistically significant increase
(as compared to CT and PD) in Lee Index was observed until week 12, (moment of
ligature placement). Repeated Measures ANOVA revealed a significant interaction

between groups and between time and groups (P<0.01) for Lee Index.
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Dashed line indicates the moment from which significant difference occurred between
groups exposed to the diet as compared to CT and PD groups.

Figure 3 - Mean Lee Index (+SD) for the groups during experimental period

Figures 4 and 5 illustrate cholesterol and triglycerides (mg) accumulation in
100mg of liver according to the experimental groups. There was a statistically
significant increase in both cholesterol and triglycerides for groups exposed to
cafeteria diet when compared to CT and PD groups. When MetS and MetS+PD
groups are compared, a statistically significant higher means of cholesterol and
triglycerides/100mg of liver was observed for MetS+PD group as compared to MetS
group (2.04 + 0.66 versus 1.34 + 0.52) and (2.93 + 0.90 versus 1.99 £ 0.61),

respectively. No statistically significant differences were observed for cholesterol and
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triglycerides between CT and PD groups. Mean (+ SD) serum glucose levels in mg/dl
were 131.21 + 10.34, 125.33 + 14.66, 128.76 + 16.87, 130.00 + 13.23 for CT, PD,
MetS and MetS+PD, respectively. No statistically significant differences were

observed between experimental groups (P=0.69).
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Figure 4 - Mean * SD Cholesterol (mg)/100 mg of liver
according to experimental groups
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Figure 5 - Mean x SD Triglycerides (mg)/100 mg of liver
according to experimental groups
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The percentage of alveolar bone loss was analyzed separately for left and
right sides according to the presence of ligature in groups PD and MetS+PD. All
animals exhibited some degree of alveolar bone loss, independently of the presence
of ligature. Table 1 demonstrates %ABL, according to the experimental group in right
sites (with ligature) and left sites (without ligatures). For the groups in which ligature
was placed (PD and MetS+PD), mean %ABL was significantly higher (42.78 + 7.27
and 53.60 £ 3.44) when compared to groups without ligature (28.08 + 1.97 and 33.64
1 4.43) (P<0.01). The presence of MetS significantly increased in approximately 10%
alveolar bone loss in sites with ligature (PD and MetS+PD groups). Sites without
ligature exhibited a significant increase in %ABL for the groups which MetS was
induced (P<0.01). No significant differences were observed between CT and PD as
well as in MetS and MetS+PD on the left sites.

Table 1: Mean (£SD) of %ABL for right and left sites according to experimental

groups.
Right sites (with ligature in PD Left sites (all groups without
and MetS+PD) ligature)
CT 28.08 £ 1.97 A 27.68 £ 242 A
PD 42,78 +7.27B 2730+ 1.76 A
MetS 33.64+4.43C 33.68+7.30B
MetS+PD 53.60 £ 3.44 D 35.13+4.86B

Means followed by different letter demonstrate statistically significant differences

One-way ANOVA, Bonferroni post-Hoc test
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Figures 6 and 7 demonstrate median and interquartile range of serum
cytokines according to the experimental groups. No statistically significant differences
were observed between groups for IL1-f and TNF-a (P=0.35 and P=0.62,

respectively).

80-

60-
E
—
o
a
= 40+
o
i
=

20- ,

c L] L L] L)
cT PD MetS MetS+PD

Kruskall-Wallis (P=0.35)

Figure 6 - Median and interquartile range of serum IL1-3
according to the experimental groups
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Figure 7 - Median and interquartile range of serum TNF-a
according to the experimental groups
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DISCUSSION

The present study aimed at assessing the role of metabolic syndrome in the
establishment of periodontal breakdown in rats. In general, the presence of metabolic
syndrome generated higher degrees of alveolar bone loss. In order to understand the
underlying factors by which this result can be explained, it is important that the
methods and outcomes are put into perspective and analyzed in the light of the
current literature.

Metabolic syndrome has been characterized as the concomitant presence of
hypertension, hyperlipidemia, hyperglycemia and obesity (1). This is an important
and increasing problem in populations and may be responsible for death and other
impacting problems (18). However, the evidence concerning MetS and different
diseases should be supported by epidemiological and experimental data. In terms of
epidemiology, MetS has been associated with an increase in morbidity and mortality
by cardiovascular diseases and type 2 diabetes mellitus (19, 20). The association
between MetS and periodontal diseases has been demonstrated in several
studies.(5, 7-9, 21-27)

To the best of our knowledge, experimental studies in animals analyzing the
influence of MetS on periodontal breakdown are inexistent. The present study was
performed in Wistar rats, which have been widely used in studies concerning
pathogenesis of periodontal diseases, being a recognized and adequate model (28-
31). Additionally, studies that have looked at the effects of MetS in other conditions
were performed in Wistar rats (32, 33).

One of the key questions in trying to assess the effect of MetS on periodontal
breakdown is the establishment of MetS. The present study utilized a high fat and
hypercaloric diet, which is able to induce obesity and MetS (11, 13). Animals were
exposed to the so-called cafeteria diet during 12 weeks before the induction of
periodontal breakdown. This period has been demonstrated in the range to generate
MetS (13, 14). However, one should keep in mind that it is interesting to assess the
different parameters that are considered as part of MetS in the group under study.
Therefore, we checked, at the end of the experiment, the parameters that allow for
the classification of the test groups as having MetS. Hypertension was not evaluated
in the present study, taking into consideration that the most accurate form of
measuring blood pressure is invasive, and we decided not to expose the animals to

this stress which could be a source of confounding bias (34).
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The first component of MetS that was evaluated is obesity. For that purpose,
in the present study, two ways of measuring obesity were used: body weight and Lee
Index. All animals included in the present investigation were weighted at baseline
and were randomly assigned to the experimental groups after stratification by weight
tertiles. This strategy allowed that all groups were balanced by initial weight.
Therefore, at baseline, mean weight was approximately 350g without any statistically
significant difference among groups. As the experimental period progressed, mean
values were increasing for all groups. However, groups that were exposed to the
CAF diet (MetS and MetS+PD) gained more weight. From week 10 on, a statistically
significant difference was demonstrated between groups exposed and not exposed
to the diet. At week 17, the difference in body weight between groups exposed (MetS
and MetS+PD) and not exposed (CT and PD) was of approximately 18%. This
difference has been considered in the literature as possible to infer obesity (35).

Taking into consideration the possibilities of different interpretation of the body
weight as a sole measurement of obesity, the present study also calculated the Lee
Index (17). Similarly to the results of body weight, the Lee Index presented a
statistically significant difference among groups exposed and not exposed to the diet.
This difference started at week 9 and continued throughout the study period. It
should also be emphasized that both parameters allow for a diagnosis of obesity and
reproducibility tests were performed in order to check reliability, demonstrating
excellent levels of reproducibility, with ICC greater than 0.80 for all measurements.
Additionally to obesity, hyperlipidemia is an indicator of MetS. In the present study,
two parameters of hyperlipidemia were used: triglycerides and chlolesterol. Both of
these measurements were performed after sacrifice in the liver. This form of
evaluation has been used in the literature (36) and is considered an adequate
method of analyzing hyperlipidemia. The results of the present study clearly
demonstrate that the level of triglyceride is higher in animals exposed to CAF diet as
compared to animals not exposed to it. In a similar way, cholesterol levels were
higher after exposure to CAF diet. One intriguing and interesting finding took place in
the present experiment. Both triglyceride and cholesterol levels were higher and with
a statistically significant difference in animals presenting MetS and PD as compared
to those without the induction of periodontal breakdown. There is a possibility that the
microbial challenge present in ligature-induced periodontal disease in animals with

MetS would be a potentiating factor for hyperlipidemia parameters. The literature
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supports these findings from cross sectional studies (37, 38). If this is true, an
important additional impact of periodontal disease is demonstrated in MetS
individuals. A study by Morita (2010) demonstrated with a longitudinal design this
possible role of periodontal disease in worsening MetS parameters thus suggesting
that periodontal prevention and treatment may help in MetS (39).

Glucose levels were also measured in the animals, however no statistically
significant differences were observed. The fasting glucose levels were of
approximately 140 mg/dl. The absence of statistically significant difference does not
allow that this parameter is considered in the diagnosis of the syndrome. MetS was
warranted in the present study by the unequivocal differences in obesity, cholesterol
and triglycerides. It has been advocated that when 3 parameters are concomitantly
present, MetS is diagnosed (1). Therefore, one can assume that the groups MetS
and MetS+PD harbor metabolic syndrome. The comparisons are made with animals
from CT and PD groups, which do not present MetS.

The main outcome of the present study is periodontal breakdown. This was
used in order to estimate the sample size. A similar study with obesity (11) was used
and a minimum number of 14 animals was considered necessary. Two groups
presented loss of one animal, not related to the protocol and therefore the groups of
the present study comprise 14-15 animals, which allows for the minimum necessary
power.

Periodontal breakdown was measured by microcomputer tomography. This is
one interesting and novel form of evaluating areas and volume of bone loss (40).
Previously to the initiation of measurements, reproducibility analysis was performed
by the examiner and revealed high levels of reliability with an ICC of 0.99. The results
of the present study were analyzed both in sites with and in sites without ligature.
The former are the ones in which the challenge is higher and the latter would
represent natural occurrence of periodontal breakdown.

The impact of MetS and of the presence of ligatures is demonstrated in Table
1. In sites without ligature, it was demonstrated that animals with MetS presented
higher levels of periodontal breakdown as compared to animals without MetS. In the
presence of ligatures, all groups presented statistically significant differences as
compared to others in relation to bone loss. The lowest degree of bone loss was
presented by the control group (CT), followed by the group exposed solely to the

ligature (PD); the presence of metabolic syndrome (MetS) lead to higher periodontal
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breakdown as compared to groups CT and PD, however with less bone loss than
that presented by group MetS+PD.

The interpretation of such findings is challenging. It is clear that the presence
of the ligature is capable of leading to bone loss. However, MetS seems to be a
higher challenge, leading to bone loss, even in the absence of the ligature. The
explanation to this fact could be related to the inflammatory burden that has been
demonstrated in the literature, which includes increase in plasma secretion of TNF-
a, C-Reactive Protein and IL-6 (41).

The analysis of some cytokines performed in the present study (IL-13 and
TNF-a) did not reveal statistically significant differences among groups as it could be
anticipated. Several facts can contribute to his, including the expected variability in
the parameter, which is of considerable size. It could be interpreted that an
insufficient number of analyzes could account for the absence of differences.
However, it should be kept in mind that the main outcome of the present study is
periodontal breakdown and the analysis of cytokines is an explanatory variable. The
benefit of including different cytokines, or increasing the number of animals is not
clear and also not in line with the current principle of reducing the number of animals
(42).

The findings of the present study in general support the hypothesis that
metabolic syndrome is a potentiating factor for periodontal breakdown. This
information adds to the epidemiological data from cross sectional studies to consider
MetS as a risk indicator for periodontal diseases. However, different other study
designs both from epidemiological as well as clinical points of view are necessary.

The possible explanations for the findings also need support from laboratory
evidence. The eventual role of periodontal breakdown in elevating hyperlipidemia
parameters should not be disregarded. However, one should keep in mind that every
study has limitations and strategies to diminish flaws. One strategy that should be
highlighted in the present study is that animals from all groups received standard rat
chow and the MetS and MetS+PD groups received cafeteria diet in addition. This
strategy was used in order to avoid that the differences in the consistency of the diets
would account for the differences in the findings (43). Also, reproducibility analyses,
random allocation, best laboratory practice among others were performed in order to

increase the internal validity of the study.
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It should be highlighted that the findings of the present animal study need to
be interpreted in the perspective of the capacity of generating evidence. Rat studies
are important in order to establish biological plausibility, however the translational
potential is not direct. Studies in humans, under clinical settings are necessary for
confirmation of the present findings.

In conclusion, the presence of MetS modulates the host response to
challenges in the periodontium, probably increasing the expression of periodontal

breakdown in rats.
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SINDROME METABOLICA: QUAL E SEU SIGNIFICADO PARA A
ODONTOLOGIA?

Motahofc syncrome.

RESUMO

A gindreme metabMlca 2 definkda paka ooomingia simid-
tinea de dllieches que inclerm ohesidade abdaming!, intole-
ranciaé glicose, hiperiensa o disiipideia. Sua pievalénoia ien
sido considoipde ofto, 1anid em paises desomealvides quonkn
e daggroiviinanio, @ associada a v importania Incremanin
nae dllemghes cadpvasculares na powllarsn. Bm adonlulo-
giz, Taos esiudes avaliaram o impecte da sindrome metabalica
nes dueneas de cavidads Ducal, sendo B dres te pesadonlia
pionefra na demonstragio da weagao enfre 08 companentes
da sindrome metzballes & as doengas peviadontals. Assim. &
fundamantal que os catudos continuem, & medda que. por so
tralar de doanes cum forte componants compaiamental, oulos,
4raas da odoniologia poderas ientificar influéncia da sindioma
metabblica nor desferhos de saute bucal. Por 2er profissse de
snide ¢ da cardler clantifico, a adanialonia deve lovar em conta
o5 oonhecknamos gerados, sem prmder de visla os congailos
de integralidade na atencac. Nesse contexta, & impericso gue
o profissional da odontalogia confiega os componentes da sin-
drame, afim de investigar sua rclagho cant os agraves relacio-
rados 4 sal ie bucal, bern oomo ancarinha o pacienbe ag sde-
quacs ralamento junto 4 equips de saide, ampliands assim o
espactrq de atuagho da profisséo.

ABSTRACT

Metabhofic syndmnes Bs delimed By srmllanaoos opou
renca of aterations including abdomina obesity. glucose intole-
ranga, hypaereneion and dyslinidamia. 8 crevalance has been
considered high both i developed and in devoloping couninies
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' what is the meaning for dentisiry?
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amd assaciated with an impoitant increass in cardiovascular di-
s2a%a in populational level In Dantistry, few shudies have assas-
sad the mpact of metabolic syndrome o oml dizseases and the
are: of periodontology wes the pionser in demonstrating the re-
lationsiip betwoen the companents of metabolic syndrome and
pariotanial disaases. Thue, It is citical that shudies continue o
e canduried, because it is a disease with a shrong behevional
component and therefore other areas of Dentistry can identify
influence of metabolic symdreme on oral health cutconmes. Since
Danfiztry is a health profession with edantific characteristice, it
shouid talke imo consideralion the generaled knowledge without
ignoTing the concepts of integrality in management of dental pro-
blers. [ this conterd, il is irmportant that the dental professional
has the knowledigs af the components of the syndroms in ordar
{0 invastigats i relaionship with oral health problame, &s well
as fo refier the patient fo an 2dagquate treatrment with the healih
team, increasing the specium of the profession.

A sindrome metabdlica é definida pela ocoméincia simul-
Hnca do uma séic doe anonmalidades metabdélicas, que inclui
ohssidade abdominal, nlvieriincia 4 glicose, hipertensio &
diglipidemia®* Como resulato dessa imeragso metabdlica, ha
significativo aumento na. merbi-montalidads por doengas car-
divesauleras.” O terrma sindiome metabdlica sungiu a partir da
obgarvagko de que boa parte dog principals fatores de risco &s
dopngas candivvasculares (nanilesia-se em conjurio. sendo a
resisténcia a insulina slememto jundamental para o diagnbsticn
de gindrome metabilica®



Messe sentido, diversos oribirios &m sido propostos
psla [teratura para a definigaa de sindmme metabdlica, os quais
estdo axpressos no (Quadno 1.'%¥ Nao & objetive da presante re-
vigGo discomer sobre a8 camcteristicas e imitaghes dos critérios
disgmbsaticos da sindrome, mas penmitir ec lelor entendimento
mais amplo das coneeniidneias de tais alteacies sohre Bs es-
fruturas bucais.

A patogénese da sindrome metabélica ainda permane-
ce parciaiments compreendida, mas a eviddncia Bm aponte-
do para a participagao de s ebwos etiopatogénicos, dentre os
quais 56 desiacam a cbasidade, resisténcia & insulina e oulros
fadores que aluam e manedra isolads, como moléculas de ord-
gem hepilica, vascular e imunoligica.®

Considerando-ase a epidemiologia da sindrome metabd-
ica, sua prevalincia tem sido considerada alta, tanto em pai-
806 desonvolvidos como om desenvolimento. Estima-sa qua,
nos Estados Unidos, aproximadamente 23% da populagic sajp
diagnosticeda come sendo partadons de sindrome nretabdlica ”
Na China, ax estimatives revelam 9,8% para og homens & 17,8%
para as mulheres.® No Brasi, rars s50 os estudos publicados
ecerca dessa lemiétics, e eles revelam aprodmadamente 30%
de acoménela da sindrome em detenminades regides da pals,*1¢

Como mencionado, a &rea da odontologia pioneia no
estudo da relagio da sindrome metabdlica com a cavidade
bucal & a paiodontia, pole as panghiies a pariodonties &80
doencas de cardler infeccioso, representado pelo biclime
bacteriano e que emvolvem aspecto inflametdsio. representado
pela resposta do hospedeiro. A principal ligecio entre as do-
ancas paindontals & a sindonme matabflica parece sar o com-
ponente inllamatdrio das doenges periodontais e da sindrome
metabdlica, sendo sugerida, por aguns autores, uma nrelacBo
bidirecional, uma vez qua, em individuos portadones de sindro-
me metabdlica. ccome aumento da esposta inflamatéra, que
ccasiona hiperresposta da individuo eo biofilme bactatanc &
culmina com malor destruiglio pericdontal. A outra diregao da
asEnciachn reside no fEin de gue, am wm individuo porador de

COMPONENTES oMs

Pelo menos 3 componentes

Obesidade abdominal
circunferéncia da cintura

Hipergficemia/Diabetes + 1 componentes
Obesidade (IMC = 30 kg/m’) ou RCQ

G | Pt g K

doenga pericdontal, os patdgencs periodontais e seus subpno-
thing 580 levados pela coments samguinea alravés. do epitélic
da bolsa periodontal, gerandc auments da resposta inflamattria
pietémica, o que tenderia a faciliter o desemvokimento da sindro-
me metabdlica

Nesss santido, uma séie de eshudne, especialmen-
te de mahweza epidemioljgica, que avaliaram a relagic entre
gindroms metahdlica & dosnga periadontal, fol publicada nos
Gltimos anos.™" Dentre as principais caracteristicas desees es-
tudos, pode-se destacar que a maioria é de nabueza transversal
favaliou os participanios somente em um (nico momento), Toi
realizada ne Japfio & nos FUA a enconitou associaghos sig-
nificativas enlre sincirome metabdlica e doengas periodontais.
lsso significa que individucs portedores de simdrome metsbdli-
ca apresentam risco aunmentado de desanvolver dosngas peria-
dontals & que a presenga de periodontite tem sido relacionada &
piora nos pardmetros da sindrome metabdlica,

Até o mamento, oo esiudos a respeiio dessa relegis sho
incipiantes, mas a profissio preciza ectar alarta em melagio a
essa paosshel associagho, ndo soments por conta da repercus-
=80 bucal, mas, também, pelos eventuals prejutzns sistémicos.
A confinuidade dos estudos com acompanhamentos a0 longo
do tempo feshudos longitudinaiz} vai permitit que sa obtenha
uma abardagem diferenciada do pacienie portador de sfimdno-
ma metabdlica ™

Entretamo, conime o objelive do presenie artigo.
ressalta-se 8 parguna: Qual & o significado da sindrome me-
tabdlica para a odontolonla? Para responder 5 essa cuesiio,
& necessirio fazer uma reflesdio sabre os objetivos & & posiura
da profissio. A odontologia 4 uma profissio da salde, de ca-
riter cientifico, e ndio ¥onico, como alguns propagam. Nesse
contexto, & importante que sa deixs de lralar doenges bucais,
cavidades de cirie. canals com 6653 ou agqusla caracterstica,
para fazer atangho & saiide de individuos. Portanto, a atengin
odontoldgica ao porador de sindrome metabdlica necessita
transcander a odoniologia.

FID
Obesidade abdominal + 2 componentes

= Homens > 102 em =09 =94 em

* Mulheres > BBcm > 0,85 = 80cm
Triglicerideos = 150 mgfdl = 150 mg/dl = 150 mg/dl
Colesterol HDL

* Homens < 40 mg/dl < 35 mg/dl < 40 mg/di

* Mulheres < 50 mgfel =2 39 migfdl <2 50 nng/edl
Pressao arterial 2 |30 mmHg ou = 85 mmHG 2= 140 mmHg ou = 90 mmHg ou uso de antihipertensivo = 130 mmHg ou > 85 mmHg
Glicemia de jejum = 110 mg/dl = 110 mg/dl = 100 mg/dl
Microalbumintria —— = 20ug/min ou razao albumina: creatinina = 30 mgfg e

NCERAIP, fational Cholesis! Educalion Frogram's Adutt Trealment Fanad BT, O Organizegio Mundial de Sadde; FID: Fedamghn Inlamacional da Diabedos; IMC: indica

de Massa Conponsd; ROC: Redacio Cinlua Cueskil

95

| caica Flarieret 'uMn.M.umsz[m




Aszim, na emrevista realizada com o paciente, a qual
deve ger cada vez mais ampliada e levar em conta concsitos de
Integralidads de atencio, ndo ss pods debar de entender 08 as-
pectos sistémicos de salde e, em particular, nessa disCussan,
aqueles relativos 4 sindrome medabdlica. Individuos podem, por
diversas raziies, ir ac denfista, © nao estar sob cuidade médico.
Mulas veres, o profissional da odoniningia sard respomsdvel
por suspsitar de emvolvimant. como a sindrome metabdlica. e
encaminhar ¢ individuo para o tratamento dessa condicic. Da
mesma forma, de posse do confrecinmentn epidemicigics, fren-
2 & um paciants com caractenfeticas e sindroma metabdlica, a
busca por agravos bucais a ela mlacionados tambénm deve ser
cuidadosa.

Ademais, & importante que se entenda que & sindrome
metabdlica aprerenta forts components compartamental Fre-
quememeants, o portador de sindrome metabdlica tem hébi-
tos alimentanes pouco saudévels, néo & praticante tegular de
eEroicios Yizicos, fume, denire cutras caracternisticas. Ao fazer
anaogia com Of Gomponantes comportamerntais relacionados
a saide Ducal, chserva-ss Gue varios dos comportamentos
que purmentam B8 chences de o individuo aprosentar sindm-
me nelabdlics fambém sstén elscionados @ miorn chaacs de
ocameram deangas bucals. Sendo assim, uma aboidagem am-
pliada sm ealde, com equipe muliipiciissionsl, podetla ser 2
alierrativa paa aborder A0 a sidiine motehalica, tempotco
8 dosigs bucadl, as, MRS mais do oue ieso, shodar o saloe
desee indiidus.

E licito supor, frents 4= reracterfsiicas sompntamentals
de sindrome metabolica, gue, aléin das dacncas pesicdontais ©
pesimplananes, egses individuos lambem possam apresonkas
ecperdneia de ofrie diferenciada, levando-sg em canta of as-
pectos relactonados 2 higlane buca! dalicienta g aa consumo
de carboidraos feunentiveis, o gue puece ser rrais eguenie
e poriadores de sindryme metabolica. Nesse sentide, estu-
doe nossa aiea, qug imluam aspectos ciopaloginicos da cailo,
arsim como ardlise lonattudingl aos procadimentoe reslzora-
dores, S80 Nspessius, pers gue 3@ possd ampliar o conhecl-
mente des repercussbes Ducals desce piobleme. que pamece
purnienter qu, poio moncs, fom ccominda sonificativa no Boasil
& am piitos paisas desanvohitgos a em desenvolvimanio.

Assim, a pdonulogia colocg-sg mas panicipaliva nas
equipes de salde e contribul dle foma significative pae a alen
efio am salde do individuo. Anda, como cansoquéncia, a agul-
sizdo de hibitos sauddveis £ a abordagem em sadce integral
tambam seréc responsaveis por diminuir o8 quadros de doene
gas bucals.

N&o ha, shelmenls, comu ignurar 2 forle imter-ralacao
entre a boca e dermak partes do organisme e. consequents-
menme. da edonfolopia com as demais profssaes da salde.
Fortenta, urge que a prolissas aproveite o corhecimanto oro-

E[. :F 3ol Fouc AR iy, P b, 5, £ 45888, oot dow. 3012

96

tuzido e realize eletivamente uma pritica de salide, amplian-
do seu espactro @ contribuindo mais com a qualidade de vida
daqueles gue confiam ao deniista paris de sua salide & que
poderao usuliuir mais bemeficios do que os delineados em seus
objetivos iniciais.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese objetivou investigar o possivel efeito de desordens
metabdlicas sobre o processo etiopatogénico da doenga periodontal. O interesse
nessa possivel relacdo se deu frente as evidéncias crescentes, advindas de
diferentes estudos, com metodologias diversificadas, da associagcédo entre obesidade
e doenca periodontal. Para tanto, num primeiro momento, uma revisao da literatura
foi realizada (CAVAGNI e ROSING, 2012) para que se pudesse contextualizar o
problema de acordo com a literatura publicada. Nessa etapa, o foco de interesse
residiu na inter-relacao entre MetS e doenga periodontal, uma vez que as evidéncias
sobre obesidade e doenga periodontal ja eram mais consistentes e, aparentemente,

a MetS ndo estava sendo considerada nos estudos iniciais.

Nesse sentido, uma busca foi realizada nas bases de dados disponiveis,
especialmente no Pubmed, para que se pudesse construir o panorama da literatura
disponivel. Varias estratégias sistematicas de busca foram testadas, entretanto, pela
quantidade pequena de artigos sobre a tematica inter-relacionando MetS e doenca
periodontal, uma opcédo por uma compilagdo narrativa da informacao foi realizada,
também tendo como base o fato de que, frente a literatura incipiente sobre o
assunto, o objetivo inicial era dar suporte basico a divulgagcdo as comunidades

odontologica e médica da possibilidade da inter-relagéo.

Nessa revisdo da literatura, publicada na Revista Periodontia, foram
encontrados 5 estudos epidemiolégicos de associacdo entre MetS e doenga
periodontal (BORGES, GIMENO et al., 2007; SHIMAZAKI, SAITO et al., 2007;
D'AIUTO, SABBAH et al, 2008; KUSHIYAMA, SHIMAZAKI et al.,, 2009;
BENGUIGUI, BONGARD et al., 2010). Desses, dois foram realizados no Jap&o, um
nos Estados Unidos, um na Franga e um no Brasil. Os estudos japoneses e norte-
americano encontraram associagdes significativas, sugerindo um incremento de
chance de doenca periodontal para portadores de MetS. Nao foram encontrados
estudos com natureza longitudinal. A busca por estudos de intervengédo revelou
somente um estudo piloto publicado até 0 momento da finalizagdo do artigo. Assim,

ficou claramente demonstrado que o tema tem potencial importancia e ainda é
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pouco explorado, havendo necessidade de que delineamentos diversos fossem

utilizados na perspectiva de estudo de fatores de risco.

Levando-se em consideragdo a importancia dos estudos em animais para
entendimento de plausibilidade biolégica (MADDEN e CATON, 1994; WEINBERG e
BRAL, 1999; OZ e PULEO, 2011), um passo indispensavel na caracterizagdo de um
fator de risco, constatou-se a necessidade de que a tematica fosse explorada com

esse tipo de modelo.

Assim, um macro-projeto de pesquisa foi delineado para tentar estabelecer o
papel de desordens metabodlicas na destruicdo periodontal. Alguns aspectos
metodoldgicos merecem destaque no projeto, frente as demandas de qualidade de
pesquisa. O primeiro aspecto envolve a escolha dos animais para estudo. Ratos
Wistar foram considerados como um modelo interessante, por serem animais que
tém sido sistematicamente utilizados em estudos de etiopatogenia das doengas
periodontais e também em estudos de desordens metabdlicas, tanto envolvendo
somente obesidade, quanto MetS (ESTADELLA, OYAMA et al., 2004; CAVAGNI,
SOLETTI et al., 2005; BARTOLOMUCCI, CABASSI et al., 2009; MIESEL, MULLER
et al., 2010; DAUDT, CAVAGNI et al., 2011; SAMPEY, VANHOOSE et al., 2011;
VERZELETTI, GAIO et al., 2012).

A inducdo das desordens metabdlicas pode ser realizada de diferentes
formas. A presente pesquisa optou por utilizar a dieta de cafeteria, que simula a
dieta ocidental, justamente por sua eventual comparabilidade aos fatores que tém
sido responsaveis pelo aumento da prevaléncia de desordens metabdlicas no
mundo. Experiéncias anteriores realizadas pelo grupo de pesquisa (SIMCH, GAIO et
al., 2008; VERZELETTI, GAIO et al., 2012) ja haviam trabalhado com o uso da dieta
de cafeteria para indugcdo de obesidade em ratas. No processo de construcéo
desses estudos, dificuldades foram encontradas para que se garantisse que os
grupos apresentassem diferengas que pudessem inferir obesidade. No primeiro

estudo (SIMCH, GAIO et al., 2008), somente sobrepeso pode ser inferido.

Ainda merece destaque que os dois estudos iniciais foram realizados com
ratas, tendo por base a associagdo epidemiolégica encontrada na regido
metropolitana de Porto Alegre ser restrita as mulheres (DALLA VECCHIA, SUSIN et

al., 2005). No presente estudo, frente as perguntas inerentes a aspectos hormonais
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femininos frequentemente suscitadas, optou-se por utilizar ratos machos. Assim,
considerou-se interessante tentar compreender se os efeitos da obesidade poderiam
ser observados no sexo masculino. Também tem sido objeto de reflexdo o fato de
que a inducao de doenga periodontal por meio de ligaduras é um método inconteste
de geracdo de destruicdo, entretanto, também tem despertado interesse a
ocorréncia de destruicdo periodontal sem imputar um desafio tdo intenso
(LIBERMAN, PILAU et al., 2011). Assim, tendo por base demonstracdes da literatura
e do proprio grupo que em algumas exposi¢coes € possivel observar os efeitos de
uma determinada exposicdo sobre a destruicdo periodontal natural, optou-se por
analisar os efeitos da obesidade nos animais que nao foram submetidos a indugao
de doenca. As analises da maioria dos estudos sobre ocorréncia natural de
destruicdo sdo realizadas nos lados contralaterais aqueles com ligadura, o que pode

representar um comportamento diferente de animais sem nenhuma ligadura.

Tendo como foco o exposto, o artigo 2 foi delineado, e esta em avaliagao no
periodico Archives of Oral Biology. Os cuidados metodolégicos em relacédo a
limitacao dos vieses, reprodutibilidade, boas praticas de laboratério foram tomados
e, a partir de analise morfométrica, a analise inicial ndo demonstrou efeito da
obesidade sobre a ocorréncia de destruicao periodontal natural em ratos Wistar.
Esse resultado corrobora o achado epidemiolégico em Porto Alegre. Um fato que
merece destaque é que nesse estudo, diferentemente dos anteriores, também foi
realizada analise do indice de Lee (BERNARDIS e PATTERSON, 1968), que guarda
semelhanga com o indice de massa corporal, o qual leva em consideracao a relacao
entre peso e altura. As diferengas encontradas tanto no peso corporal, como no

indice de Lee, permitem inferir obesidade no grupo teste.

Entretanto, em reflexdes realizadas a respeito das limitagcbes das médias
como unica medida de avaliagdo e comparagao de grupos, optou-se por uma analise
diferenciada dos dados, valendo-se da distribuicdo dos mesmos e estabelecendo-se
como ponto de corte para ocorréncia de destruicdo o percentil 75 da distribuicao dos
dados. Analises como essas tém sido utilizadas na avaliagao de estudos com outros
delineamentos, especialmente epidemioldgicos, uma vez que se perdem muitas
informagdes com a exclusiva analise das médias (XIONG, ELKIND-HIRSCH et al.,
2009; DEMMER, SQUILLARO et al., 2012). Assim, um ponto de corte de 0,51mm foi

considerado e, com essa analise, observou-se que os ratos obesos apresentaram
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maior destruigcdo periodontal que os ndo obesos. Tendo em vista que esse tipo de
analise ainda é incipiente, é importante que diferentes grupos de pesquisa testem os
dados nesse sentido, para que se possa confirmar que o método tem o potencial
suscitado no presente estudo. Assim, pode-se inferir que os ratos obesos tém

potencial de apresentar maior destruigdo periodontal que os nao obesos.

As hipoteses de explicagao bioldgica para esse tipo de achado em animais
vinculam-se ao fato de que a expressao inflamatdéria no obeso é diferente do nao
obeso, sendo o tecido adiposo um tecido capaz de produzir citocinas e mediadores
inflamatdrios que possam, de alguma maneira, potencializar a destruicdo periodontal
(BERG e SCHERER, 2005). Assim, os dados obtidos tendem a suportar os achados
encontrados em ratas obesas previamente publicados, com doenga periodontal
induzida (VERZELETTI, GAIO et al., 2012).

Adicionalmente ao efeito da obesidade e, frente ao fato de ser a obesidade
somente uma parte da MetS, o presente projeto ampliou seu espectro, analisando a
presenca da MetS e seus potenciais efeitos no periodonto. Para tanto, um artigo
esta sendo preparado para submissao ao Journal of Periodontal Research. Assim, o
primeiro passo, foi identificar se os animais submetidos a dieta de cafeteria
realmente haviam desenvolvido MetS. Estudos com outros objetivos ja
demonstraram esse fato (DIETRICH, MULLER et al., 2007; KNIGHT, QUIGLEY et
al., 2008; BARTOLOMUCCI, CABASSI et al., 2009; SAMPEY, VANHOOSE et al.,
2011), entretanto, para evitar duvidas, medi¢cdes de lipidios e glicose foram
realizadas. Os grupos expostos a dieta demonstraram obesidade, tanto por
diferenca de 18% no peso corporal, quanto por diferengcas estatisticamente
significativas no Indice de Lee. As andlises de colesterol e triglicerideos revelaram
diferencas estatisticamente entre os grupos expostos e ndao expostos a dieta de
cafeteria. Entretanto, em relagéo a glicose, diferengas estatisticamente significativas

nao foram observadas.

A MetS é definida quando 3 parédmetros (dos 5 considerados) estdo
presentes. No presente estudo, a pressao arterial ndo foi aferida, tendo em vista que
0 método sugerido para estudos com dieta é invasivo (KURTZ, GRIFFIN et al., 2005)
e geraria estresse, imputando uma nova variavel ao presente estudo. Assim, as

diferencas em termos de obesidade, colesterol e triglicerideos suportam a presenca
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de MetS. Um fato extremamente instigante dentre os achados do presente estudo
reside no fato de que os grupos nédo expostos a dieta n&o apresentaram diferengas
estatisticamente significativas no comportamento dos lipidios, entretanto, o grupo
exposto a dieta concomitantemente a indugao de destruicdo periodontal apresentou
niveis mais elevados de ambos os lipidios. Esse fato sugere que a presenca
concomitante do desafio bacteriano periodontal pode piorar a resposta do organismo
em termos de acumulo de lipidios. Essa é uma observacéo ainda n&o explorada pela
literatura que merece foco de atencao futura. Entretanto, € possivel supor que o
desafio microbiano e a consequente maior resposta inflamatéria possa contribuir
para maiores niveis de acumulo de lipidios. Se essa suposi¢ao for confirmada,
aumentam as possibilidades e impacto da condicdo bucal sobre outras condigdes

sistémicas.

Entretanto, de importancia capital no presente estudo € a analise da
destruicdo 6ssea, desfecho primario adotado como proxy de doencga periodontal
destrutiva. Essa analise foi realizada através de microtomografia computadorizada.
Esse € um recurso que permite analisar tridimensionalmente, o que n&o é possivel
nem por histologia, tampouco por morfometria. Em que se pese as fortes evidéncias
advindas de estudos morfométricos e histométricos, a real quantificacdo do volume
de perda 6ssea sempre foi um objetivo a ser alcangado. Nesse sentido, o presente

estudo adiciona a literatura, observando aspectos aparentemente mais acurados.

Em termos de resultados, o Artigo 3 desta tese demonstrou claramente o
impacto da MetS na destruicdo periodontal. Isso se deu tanto nos lados sem a
presenca de ligadura, os grupos portadores de MetS apresentaram maiores graus
de perda 6ssea que os animais sem a sindrome. Conforme relatado anteriormente,
em que se pese nao haver ligadura no sitio, o animal apresenta ligadura no lado
oposto (para os grupos DP e MetS+DP). Entretanto, a comparag&o entre o grupo DP
e MetS infere que a MetS é capaz de modular a resposta periodontal, representando

um desafio maior que a prépria ligadura no lado contralateral.

Por outro lado, os resultados mais interessantes sdo aqueles advindos das
analises dos lados com ligadura nos grupos DP e MetS+DP. Nessa analise, a perda
O0ssea maior foi observada no grupo MetS+DP, seguida pelos grupos DP, MetS e

CT. Todas as analises intergrupos revelaram diferencas estatisticamente
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significativas. Assim, fica claro o papel da MetS na modulagcdo da resposta
periodontal. Na busca por explicagdes para esse fato, a analise das citocinas TNF-a
e IL1- B ndo permitiu, por conta da variabilidade, que diferengas fossem observadas.
Analises de citocinas em ratos Wistar, frequentemente ndao tém conseguido
diferenciar grupos, provavelmente em funcao de a espécie ter variadas respostas
aos desafios inflamatérios (DAUDT, CAVAGNI et al., 2011). Animais isogénicos
permitem com maior facilidade essas demonstra¢des de diferengas, entretanto sua
capacidade translacional diminui, tendo em vista que os seres humanos néao
apresentam respostas tdo similares quanto animais isogénicos (KACEW e
FESTING, 1996).

Por outro lado, os mecanismos pelos quais haveria uma potencial explicagao
para as diferengas observadas vinculam-se aos achados da literatura que suportam
que individuos com MetS apresentam um padrao diferenciado de resposta
inflamatdria, com uma resposta mais destrutiva em diferentes doengas (PISCHON,
HENG et al., 2007; RITCHIE e CONNELL, 2007).

Os resultados demonstrados nesse trabalho colocam a MetS como foco de
futuras pesquisas com perspectivas de, no futuro, com abordagens de fatores de
risco em comum, uma maior integragao entre as profissbes da saude e uma atengao
integral ao individuo mais qualificada, efetivamente alcangando a verdadeira
promocao de saude. Nesse sentido, também como parte da presente tese, foi escrita
a coluna Novas Tendéncias na Revista Clinica — International Journal of Brazilian
Dentistry, com objetivo meramente de divulgacdo de informacdo, alertando aos
profissionais da Odontologia da responsabilidade de transcender as abordagens
tradicionais, intrabucais, em um modelo de atencdo que nado contemple a amplitude

dos desafios da atencéo integral de individuos.

A partir dos resultados obtidos, frente as reflexdes realizadas, pode-se
concluir que a doenga periodontal é influenciada por desordens metabdlicas.
Recomenda-se, portanto, a inclusdo de questionamentos e anadlises dessas

condicdes e suas potenciais interrelagdes pelos profissionais da saude.
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Anexo 2: Exemplo de Fotografia utilizada na analise morfométrica.
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Anexo 3: Analise do volume de perda 6ssea alveolar por micro-tomografia. (A)

Reorientacdo da imagem no programa DataViewer (B) Definicdo da ROI no
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