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RESUMO 

Nos últimos anos, o corpo de evidência científica a respeito da relação entre as 

doenças periodontais e desordens metabólicas - como a obesidade e a síndrome 

metabólica - vem aumentando consideravelmente. Entretanto, estudos avaliando os 

mecanismos biológicos que permeiam esta associação ainda são escassos. A 

presente tese teve como objetivo principal avaliar, em ratos Wistar, o efeito da 

obesidade e da síndrome metabólica (MetS) sobre a patogênese da perda óssea 

alveolar. Nesse sentido, foram produzidos 4 artigos científicos, sendo 2 revisões de 

literatura e 2 estudos experimentais. A primeira revisão de literatura buscou avaliar a 

literatura disponível acerca da relação MetS e doença periodontal. Pode-se observar 

que poucos estudos foram localizados e, dentre aqueles avaliados, a maioria tratou-

se de estudos de natureza epidemiológica transversal. Não foram localizados 

estudos de natureza longitudinal e apenas um estudo de intervenção piloto foi 

avaliado. A análise desta evidência permitiu concluir que o tópico é de interesse, 

porém ainda não foi explorado na perspectiva dos fatores de risco. Para o segundo e 

terceiro artigos, foi utilizado um modelo animal que reproduz as características 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 

ração padrão e água e o grupo teste além da ração padrão/água foi exposto a uma 

dieta de cafeteria (CAF) para indução de obesidade. Foi definido um ponto de corte 

para ocorrência de doença periodontal, sendo essa considerada positiva quando da 

presença de perda óssea alveolar ≥0.51mm em fotografias padronizadas. Diferenças 

significativas para o peso e índice de Lee foram observadas no grupo exposto a 

dieta CAF indicando presença de obesidade neste grupo. Observou-se que os 

animais obesos apresentaram significativamente mais sítios positivos para doença 

periodontal. Portanto, pode se concluir que a obesidade aumenta a perda óssea 

alveolar espontânea em ratos Wistar. Para o terceiro artigo, 60 ratos Wistar foram 

divididos em 4 grupos: Controle (ração padrão e água), Doença Periodontal (DP) 

(ração padrão 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 período experimental por razões não relacionadas ao protocolo 

do estudo. Diferenças significativas foram observadas para o peso, índice de Lee 
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colesterol total e triglicerídeos, indicando presença de MetS. Foram realizadas 

análises do percentual de perda óssea alveolar através de micro-tomografias e os 

níveis séricos de IL1- e TNF- foram avaliados por ELISA. Observou-se que os 

animais portadores de MetS exibiram maiores percentuais de perda óssea alveolar 

induzida e espontânea. Não foram observadas diferenças significativas para os 

níveis séricos das citocinas avaliadas. Nesse sentido, pode ser concluído que a 

presença de MetS modula a resposta do hospedeiro, provavelmente pela quebra da 

homeostase do periodonto. O artigo 4 tratou-se de uma revisão de literatura com 

caráter informativo alertando aos profissionais da odontologia a responsabilidade da 

transcender as abordagens odontológicas tradicionais colocando a profissão como 

parte importante e integrantes da equipe de saúde. A partir dos resultados obtidos 

nos artigos constituintes da presente tese e frente às reflexões realizadas, pode-se 

concluir que a doença periodontal é influenciada por desordens metabólicas. 

Recomenda-se, portanto, a inclusão de questionamentos e análises dessas 

condições e suas potenciais inter-relações pelos profissionais da saúde 

Palavras chave: Síndrome metabólica, Síndrome X, Resistência à insulina, 

obesidade, doença periodontal, perda óssea alveolar, citocinas, morfometria, 

microtomografia. 
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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 ≥0.51mm 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- and TNF- were performed by ELISA. Animals with MetS 
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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 INTRODUÇÃO 

1.1 SÍNDROME METABÓLICA 

A síndrome metabólica (MetS) é caracterizada pela ocorrência simultânea de 

anormalidades metabólicas incluindo obesidade (aumento da adiposidade centro 

visceral), resistência à insulina, intolerância à glicose, hipertensão e dislipidemia, 

sendo a última representada pelo aumento nos níveis de triglicerídeos e redução nos 

níveis de colesterol HDL (High-Density Lipoprotein), estado pró-inflamatório e pró-

trombótico. A ocorrência de alguns destes fatores concomitantemente resulta em um 

aumento significativo na morbidade e mortalidade por afecções 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 III) final report, 2002; GRUNDY, 2008). Trata-se de um transtorno 

complexo representado por um conjunto de fatores de risco cardiovasculares 

relacionados à deposição central de gordura e a resistência à insulina (SBC, 2005). 

A gordura visceral, característica da MetS está relacionada ao desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares, decorrente de ação da insulina, da leptina e de 

neuropeptídeos hipotalâmicos, que desempenham papel fundamental na regulação 

do apetite e do metabolismo de indivíduos obesos (VOLTERA, CESARETTI et al., 

2008). 

A associação de obesidade e desordens metabólicas com desfechos 

cardio/cerebrovasculares já era considerada muito antes do termo “Síndrome 

Metabólica” ser aceito pela comunidade científica. No entanto, somente em 1988, o 

Dr. Gerald Reaven, em um estudo clássico, apontou que alguns fatores de risco 

para doenças cardiovasculares (dislipidemia, hipertensão, hipoglicemia, por 

exemplo) comumente manifestavam-se em conjunto (REAVEN, 1988). A este 

agrupamento de fatores de risco, foi dado o nome de “Síndrome X”. Mais tarde, o 

mesmo grupo de pesquisa, postulou que resistência à insulina seria a base para a 

Síndrome X, renomeando esta para “Síndrome da resistência à insulina”. 

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

inflamatório crônico e estado pró-trombótico, foram adicionados ao conceito e 
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tornaram a definição mais complexa. Adicionalmente, a obesidade abdominal como 

parte fundamental na etiopatogenia da síndrome, ganhou atenção. Nesse sentido, 

em 2002 foi publicado o III Relatório do Painel de Especialistas para Detecção, 

Avaliação e Tratamento do Colesterol Alto, que definiu o termo “Síndrome 

Metabólica” (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 III) final report, 2002). 

De acordo com essa definição, para ser diagnosticado como portador de 

MetS, o indivíduo deve apresentar três dentre os cinco fatores a seguir: 

circunferência da cintura igual ou superior a 102 cm para os homens e 88 cm para 

as mulheres, níveis séricos de triglicerídeos superiores a 150 mg/dl, colesterol HDL 

inferior a 40 mg/dl e 50 mg/dl para homens e mulheres respectivamente, pressão 

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 definições para a MetS foram 

propostas. Por exemplo, segundo a OMS, para realizar diagnóstico de MetS é 

necessária presença de resistência à insulina, associada a dois ou mais 

componentes (Quadro 1) (WHO, 1999). Ainda, a Federação Internacional do 

Diabetes (FID) desenvolveu novos critérios para o diagnóstico 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 Diagnóstico e Tratamento da Síndrome 

Metabólica [I-DBSM, 2005; SBH, 2004, SBC, 2005), segue as recomendações do 

National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel III - ATPIII (NCEP, 

2002) na qual o diagnóstico de MetS é firmado pela presença de três dentre 

quaisquer dos cinco componentes descritos anteriormente.  

A patogênese da MetS não está completamente esclarecida, entretanto 

sugere-se a participação de três eixos etiopatogênicos, dentre eles, obesidade e 

desordens do tecido adiposo, resistência à insulina e alguns fatores que atuam 

independentemente, como moléculas de origem hepática, vascular e imunológica. 

Além disso, outros fatores como aumento na idade, estado pró-inflamatório e 
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alterações hormonais têm sido apontados como envolvidos no desenvolvimento da 

síndrome (GRUNDY, BREWER et al., 2004). 

 

1.2 EPIDEMIOLOGIA DA SÍNDROME METABÓLICA 

Da mesma forma com o que vem acontecendo com a obesidade, a MetS está 

se tornando uma condição cada vez mais prevalente tanto em países desenvolvidos 

quanto em países em desenvolvimento. Em um estudo transversal realizado nos 

Estados Unidos, foi verificado que a prevalência de MetS foi de 23,7%. Quando 

estes dados foram estratificados para idade, houve um aumento na ocorrência de 

6,7% em indivíduos de 20-29 anos para 43,5% em indivíduos 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 prevalência de MetS foi de 9,8 e 17,8% em homens e 

mulheres, respectivamente. Além disso, os autores relatam que a prevalência foi 

maior em regiões rurais do país  
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No Brasil, raros estudos avaliaram as características epidemiológicas da 

MetS. Salaroli, Barbosa et al., (2007) avaliaram, em um estudo transversal de base 

populacional, a prevalência de MetS na cidade de Vitória (ES) em indivíduos com 

idade de 25-64 anos e verificaram uma prevalência de 29,8%. Observaram, também, 

que a prevalência 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 nível sócio-econômico. 

Em Odontologia, tem havido por parte dos pesquisadores um crescente 

interesse no estudo da inter-relação da obesidade com as doenças periodontais. 

Essa preocupação torna-se evidente, à medida que boa parte do conhecimento 

científico disponível sobre esta temática foi produzido nos últimos 5 anos. Nesse 

sentido, a MetS, por se tratar de uma condição intimamente ligada à obesidade, 

também tem despertado interesse na área odontológica. 

1.3 DOENÇAS PERIODONTAIS 

As doenças periodontais são doenças de natureza infecto-inflamatória que 

acometem os periodontos de proteção e de inserção (PAGE e KORNMAN, 1997). 

Segundo a Academia Americana de Periodontia (AAP), as doenças periodontais se 

subdividem em dois grupos principais: Gengivites e Periodontites. As gengivites são 

caracterizadas por uma inflamação na margem gengival causada pelo biofilme 

supragengival. Suas características clínicas são vermelhidão e sangramento à 

sondagem leve, bem como edema. Seu tratamento consiste na remoção de fatores 

retentivos de placa (como por exemplo, cálculo dental), motivação e orientação para 

o controle do biofilme supragengival. Já as periodontites acometem os tecidos de 

sustentação dos dentes (ligamento periodontal, osso alveolar e cemento) e são 

causadas pelo biofilme subgengival. Suas características clínicas são presença de 

sangramento subgengival, formação de bolsa periodontal, aumento na mobilidade 

dental, perda de inserção e óssea, podendo levar à perda dentária (ARMITAGE, 

1999). O tratamento das periodontites consiste na remoção profissional de biofilme 

subgengival através de procedimentos de raspagem e alisamento radicular 

subgengival. 
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As manifestações de gengivites e periodontites são sabidamente 

influenciadas por alguns fatores ambientais, comportamentais, biológicos e 

medicamentosos. Entre eles estão alguns microrganismos componentes dos 

biofilmes 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 têm sido 

apontados como modificadores do processo saúde/doença periodontal, como fatores 

sócio-econômicos (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 álcool, (TEZAL, 

GROSSI et al., 2004), obesidade (DALLA VECCHIA, SUSIN et al., 2005) e uso de 

alguns medicamentos, como a fenitoína e ciclosporina (KINANE e MARSHALL, 

2001). 

É consenso na literatura a necessidade de uma infecção por bactérias para 

que ocorra quebra da homeostase tecidual que gerará destruição do periodonto 

(LINDHE, HAMP et al., 1973). Portanto, tanto em situações onde há uma hiper-

resposta, quanto em casos de imunodepressão, pode ocorrer uma piora na condição 

periodontal (KINANE e LAPPIN, 2001). Assim, estudos que avaliem a plausibilidade 

biológica e os efeitos de diferentes situações que modulam a resposta do 

hospedeiro são necessários. 

1.4 RELAÇÃO ENTRE SÍNDROME METABÓLICA E DOENÇA 

PERIODONTAL 

O interesse por parte da literatura em odontologia para a relação entre MetS e 

doenças periodontais é notável à medida que o corpo de evidência científica 

publicada sobre esta temática vem aumentando consideravelmente nos últimos 5 

anos (Quadro 2). A maior parte dos estudos desenvolvidos é de natureza 

epidemiológica e utiliza delineamento do tipo transversal sendo a maioria realizada 

em populações asiáticas. A análise dos dados contempla estratificações para os 

principais fatores de confusão envolvidos na etiopatogenia de ambas as doenças. 

Adicionalmente, os protocolos de exame periodontal são parciais e não são 

apresentados dados de reprodutibilidade dos examinadores na maioria dos estudos 
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avaliados. Com relação aos parâmetros da MetS, a definição mais frequentemente 

utilizada foi a do National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel III 

- ATPIII (NCEP, 2001). 

Apesar de utilizarem delineamentos semelhantes, os resultados dos estudos 

apresentam-se bastante controversos. Alguns autores encontraram associações 

significativas para a relação entre doença 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 indivíduos portadores de parâmetros relacionados à MetS 

apresentam risco aumentado de desenvolvimento de doenças periodontais. Por 

outro lado, Borges, Gimeno et al., (2007) e Benguigui, Bongard et al., (2010), ao 

avaliarem amostras de nipo-brasileiros e franceses respectivamente, não 

encontraram associação entre as condições supracitadas. Interessantemente, outros 

autores têm apontado para uma diferença nas estimativas de risco somente para 

mulheres (ANDRIANKAJA, SREENIVASA et al., 2010). Uma possível explicação 

para as diferenças existentes entre os estudos são os critérios utilizados pelos 

autores na classificação de ambas as doenças. 

Dentre os estudos de caso-controle localizados e incluídos na presente 

revisão, a associação positiva entre MetS e doença 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 diferença para a variabilidade dos achados, da mesma 

maneira que os estudos transversais, reside no fato de que diferentes classificações 

para as doenças periodontais, no que tange especialmente extensão e severidade, 

foram utilizadas. Entretanto, de uma maneira mais ampla, é possível inferir que 

indivíduos com MetS apresentam maiores chances de ter periodontite que indivíduos 

saudáveis. 

A influência da doença periodontal sobre os parâmetros da MetS (inverso da 

associação) também foi recentemente avaliada por Morita, Yamazaki et al., (2010). 

Os autores demonstraram que a presença de periodontite esteve relacionada a uma 
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piora nos parâmetros da MetS ao longo de 4 anos sugerindo que a prevenção das 

doenças periodontais poderia interferir em desfechos relacionados à 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 intervenção piloto realizado na Índia com 31 indivíduos incluídos 

(ACHARYA, BHAVSAR et al., 2010). Foram realizadas comparações dos 

parâmetros de inflamação sistêmica pós-terapia periodontal, em um período de dois 

meses. Os resultados mostraram redução significativa nos níveis de triglicerídeos e 

aumento significativo dos níveis de colesterol HDL nos indivíduos com MetS. Quanto 

ao colesterol LDL, não foram observadas diferenças 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 limitação apresentam poder estatístico 

reduzido. 

O segundo tratou-se de um ensaio clínico randomizado, controlado por 

placebo, duplo-cego e em paralelo em um grupo de 165 pacientes chilenos por um 

período de 12 meses de acompanhamento (LOPEZ, QUINTERO et al., 2012). 

Entretanto, conclusões 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 parâmetros da MetS. 
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Quadro 2: Resumo dos estudos de associação entre doença periodontal e síndrome metabólica de acordo com a 

ordem cronológica de publicação. 

Características da 
amostra 

Exame 
periodontal/Desfecho

Resultados Comentário Autores 

Estudos transversais 

Japão 
584M 

40-79 anos 
Hisayama Study 

 

Exame parcial; 
PS média (≥2mm) e PI 

média (≥3mm) 

MetS 
CC, PS≥2mm 

≤88 
>88 

CC, PI≥3mm 
≤88 
>88 

HDL, PI≥3mm 
≥50mg/dL 

OR (IC 95%) 
1 (referência) 
1.8 (1.2-2.8) 

 
1 (referência) 
0.9 (0.4-1.9) 
2.8 (1.4-5.6) 

Análise ajustada para 
idade e fumo 

Shimazaki, Saito et al., 
2007 

Brasil 
1315 nipo-brasileiros 

30-92 anos 
Japanese-Brazilian 

Diabetes Study Group 
 

CPI 
DP Leve: 1 sítio PS4-

5mm 
DP Severa: 1 
sítio PS≥6mm 

MetS (pelo menos 3) 
CC, homem/mulher 

<102/<88 
IMC≥25 kg/m² 

TA≥130/85mmHg 
HDL homem/mulher 

<40 e <50mg/dl 
TG≥150mg/dl 

Glicemia≥110mg/dl 

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

Não há dados de 
reprodutibilidade dos 

examinadores; 

Borges, Gimeno et al., 
2007 

EUA 
13.677 indivíduos 

idade≥17 anos 
NHANES III 

 
 

Exame Parcial; 
DP moderada 2 sítios 

PI≥4mm 
DP severa 2 sítios 

PI≥6mm 

MetS (pelo menos 3) 
CC, homem/mulher 

<102/<88 cm 
IMC ≥25 

TA≥130/85mmHg 
HDL homem/mulher<40 

e <50mg/dl 
TG≥150mg/dl 

Glicemia≥110mg/dl 

OR (IC 95%) 
DP Leve (referência) 
DP Moderada 0.91 

(0.56-1.48) 
DP severa 2.31 (1.13-

4.73) 

Análise ajustada para 
idade, gênero, anos de 

educação, taxa de 
pobreza, etnia e 

condições gerais e 
estratificada para fumo 

D’aiuto, Sabbah et al., 
2008 
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Japão 
2478 individuos 

24-60 anos 

CPI 
CPI≤2 
CPI≥3 

MetS 
IMC≥25kg/m² 

TA≥130\85mmHg 

TG≥150 mg/dL 

HDL<40 mg/dL 

Glicemia≥110 mg/dL 

HbA1c ≥5.5 

OR (IC 95%) 
 

2.4 (1.7-2.7) 

Análise ajustada para 
idade, gênero e fumo. 

Morita, Ogawa et al., 
2009 

Japão 
1070 indivíduos 

40-70 anos 
281H/789M 

Serviço de Saúde do 
Município 

CPI; 
Código 3 ou 4 

(PS≥4mm) 

MetS 
IMC≥25 kg/m² 

TA≥130/85mmHg 
HDL(homem/mulher)<4

0 e <50mg/dl 
TG≥150mg/dl 

Glicemia≥110mg/dl 

OR (IC 95%) 
0 (referência) 

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) 

Examinadores foram 
treinados porém não 

foi realizada 
reprodutibilidade 
Não foi realizada 
avaliação da CC 

Kushiyama, Shimazaki 
et al., 2009 

França 
255 indivíduos 
35 a 74 anos 

 

Exame completo 
(4 sítios) 

 
DP moderada: 
2 ou mais sítios 

interproximais com PI 
≥4 m ou PS≥5mm, não 

no mesmo dente 
 

DP severa:  
2 ou mais sítios 

interproximais com 
PI≥6mm ou 1 ou mais 
com PS≥5 mm, não no 

mesmo dente. 

MetS (pelo menos 3) 
 

CC, homem\ mulher 
≥102cm\ ≥88cm 

 
TA≥140\90mmHg* 

TG≥150 mg/dl* 
LDL-C≥160 mg/dl* 

Glicemia≥126 mg/dl* 
 

*Considerou-se uso de 
drogas anti-

hipertensivas, 
hipoglicêmicas e para 

hipocolesterolemia 

OR (IC 95%) 
DP moderada 1.54 

(0.59-4.01) 
DP severa 1.97 (0.74-

5.23) 
 

Examinador calibrado. 
 

Análise ajustada para 
idade, gênero, nível de 

educação, fumo, 
consumo de álcool, 

CRP e biofilme 
dentário. 

Benguigui, Bongard et 
al., 2010 
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Coréia 
1046 indivíduos 

≥ 18 anos 

 
CPI 

Sem periodontite (CPI 0 
a 2) 

Com periodontite 
(CPI 3 ou 4) 

 
MetS (pelo menos 3) 
CC, homem\ mulher 
≥90 cm \ ≥85cm 
TG> 150 mg\dL 

HDL,homem/mulher 
<40\<50mg/dl 

TA>130\85mmHg* 
Glicemia > 110mg\dL 

*Considerou-se uso de 
anti-hipertensivos. 

OR (IC 95%) 
1.7 (1.22-2.37) 

Análise ajustada para 
idade, gênero, renda 

média da família, fumo, 
ingestão de álcool, 
frequência diária de 

escovação e atividade 
física. 

 
Examinadores 

calibrados  
(Kappa 0.62) 

Han, Lim et al., 2010 

 
EUA 

BLSA Study 
200 indivíduos 

 
Distância JAD-crista 

alveolar em RX 
panorâmicos 

Perda alveolar: 
-ausente ou leve: 1 a 

2mm 
-moderada ou severa: 

≥3mm 

MetS (pelo menos 2) 
CC, homem\ mulher 
≥102cm\ ≥88cm 
TG≥150mg/dl 

Glicemia≥110mg/dl 
TA≥130\85mmHg* 

*Considerou-se uso de 
anti-hipertensivos 

OR (IC 95%) 
 

2.61 (1.1 – 6.1) 

Análise ajustada para 
idade, gênero, etnia e 

fumo. 
Não se realizou exame 

clínico periodontal. 

 
Nesbitt, Reynolds et al., 

2010 

Finlândia 
Health 2000 Health 
Examination Survey 

2050 indivíduos 
30-64 anos 

Dentes com PS≥4mm 
ou PS≥6mm 

Foram avaliados todos 
os dentes (exceto 3os 

molares, porém 
utilizou-se o sítio com 

PS maior 

MetS 
Presença de resistência 

à insulina (quartil 
superior dos indivíduos 

não-diabéticos) + 2 
fatores 

Glicemia (110mg/dl) 
TA≥140/90mmHg 

TG≥175mg/dl 
HDL<40mg/dl 

CC, homem/mulher 
>94/>80cm 

RR (IC 95%) 
PS≥4mm  

1.19(1.01-1.42) 
PS≥6mm  

1.50(0.96-2.36) 

Análise ajustada para 
gênero, idade, 

educação, presença de 
placa, freqüência de 
escovação, visitas ao 

dentista e consumo de 
álcool 

Utilizou-se o critério do 
Grupo Europeu para 

Estudo da Resistência 
à Insulina para 

diagnóstico da MetS 

Timonen, Niskanen et 
al., 2010 
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EUA 
NHANES 

7431 indivíduos 
20 a 90+ anos 

Exame parcial (2 sítios 
por dente) 
Saúde: PS 

média≤2.5mm 
Periodontite: PS 

média≥2.5mm 

MetS (pelo menos 3) 
CC, homem/mulher 

>102/>88cm 
TA≥130/85mmHg 

HDL H/M<40 e 
<50mg/dl 

TG≥150mg/dl 
Glicemia≥110mg/dl 

OR (IC 95%) 
Homens: 1.0 (0.6-1.7) 

Mulheres: 4.7 (2.0-
11.2) 

Análise estratificada 
para gênero e ajustada 
para idade, raça/etnia, 

anos de educação, 
histórico de doença 

cardiovascular e fumo 

Andriankaja, 
Sreenivasa et al., 2010 

Coréia  
6520 indivíduos 

≥ 19 anos 
CPI≥ 3 

MetS (pelo menos 3) 
CC, homem\ mulher 
≥90 cm \ ≥85cm 
TG≥150 mg\dL 

HDL,homem/mulher 
<40\<50mg/dl 

TA≥130\85mmHg* 
Glicemia ≥ 100mg\dL 

*Considerou-se uso de 
anti-hipertensivose 
hipoglicemiantes 

OR (IC 95%) 
1.55 (1.32-1.83) 

Análise ajustada para 
idade, gênero, renda 

familiar, nível 
educacional, 

antecedentes da 
infância, uso de fio 

dental, uso de escova 
interdental, álcool, fumo, 

CPOD, número de 
dentes  

Estratificada para idade, 
gênero e fumo 

Kwon, Ha et al., 2011 

Japão 
6421 indivíduos 

34-77 anos 

Exame completo (2 sítios 
por dente 

PS/PI 3 categorias e 
avaliadas 

separadamente no 
modelo multivariado 

MetS (pelo menos 3) 
IMC≥25kg/m² 

TA≥130\85mmHg 
HDL,homem/mulher 

<40\<50mg/dl 
TG≥150 mg/dL 

Glicemia≥100 mg/dL 

OR (IC95%) 
PS/PI moderada 1.25 

(1.03-1.52) 
PS/PI severa 1.35 (1.03-

1.77) 
PS moderada/PI severa 

1.22 (0.84-1.79) 

Análise ajustada para 
idade, gênero, fumo, 

álcool, escovação, PCR 
e número de dentes 

Fukui, Shimazaki et al., 
2012 
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Estudos de Caso-Controle 

Inglaterra 

485 indivíduos 

38-48 anos 

220H/ 265M 

Amostra de conveniência 

Exame completo; 

Pelo menos 20 dentes 
com 50% dos seus 
sítios com PS≥5mm 

Parâmetros da MetS 

LDL, mmol/l 

HDL, mmol/l 

Triglicerídeos, mmol/l 

Glicose, mmol/l 

Saúde vs. Periodontite, 
(p) 

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) 

Indivíduos diabéticos não 
participaram do estudo; 
análise ajustada para 
idade, gênero, fumo e 

etnia 

Nibali, D'aiuto et al., 
2007 

China 

208 participantes 

37-78 anos 

Comunidade Beijing 
Gucheng 

Exame completo (2 sítios 
por dente) 

Saúde: PI 0% 
DP Leve: PI>0-33% 

DP moderada: PI>33-
67% 

DP Severa: PI>67% 

MetS (pelo menos 3)  

CC, homem/mulher 
<90/<80 

TA≥130/85mmHg 
HDL H/M<40 e 

<50mg/dl 
TG≥150mg/dl 

Glicemia≥100mg/dl 

 
OR (IC 95%) 

Saúde: referência 
DP Leve: 6.9 (1.07-44.7)
DP moderada: 9.9 (1.50-

65.24) 
DP severa: 15.6 (2.20-

110.43) 

Análise ajustada para 
gênero, idade, e fumo 

Examinador treinado, 
porém não 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: Saúde 

CPI 3-4: Periodontite 

Saúde: 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/dl 
TG≥150mg/dl 

Glicemia≥110mg/dl 

OR (IC 95%) 

CPI 0-2: referência 
CPI 3-4: 1.76 (1.06-

2.93) 

Saúde: referência 

Moderada: 1.71 (0.94-
3.14) 

Severa: 1.84 (0.91-3.70 

Análise ajustada para 
renda, fumo, álcool, 

atividade física, 
diabetes. 

Han, Lim et al. 2012 

Legenda: CC – Circunferência da cintura; CPI – Índice periodontal comunitário; H – Homens; HDL – Lipoproteína de alta densidade; IMC – Índice de massa 
corporal; LDL – Lipoproteína de baixa densidade; M – Mulheres; OR – Odds ratio; PI – Perda de inserção; PS – Profundidade de sondagem; MetS – 
Síndrome Metabólica; DP – Doença Periodontal; TA – Tensão Arterial; TG – Triglicerídeos; IC – Intervalo de Confiança; PI – Perda de Inserção; HbA1c – 
hemoglobina glicada; PCR – Proteína C-Reativa; RR – Risco Relativo. 
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 Muitos são os fatores apontados pelos estudos epidemiológicos que serviriam  

como inferência de plausibilidade biológica para a associação entre MetS e 

periodontite. Dentre eles, pode-se destacar estresse oxidativo, estado pró-

inflamatório sistêmico, resistência à insulina, hiperlipidemia, hiperinsulinemia, entre 

outros. Entretanto, a dificuldade para a realização de estudos em humanos que 

visem constatar a plausibilidade dos possíveis processos biológicos envolvidos no 

processo saúde-doença periodontal é notável. 

 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 atenção da 

comunidade científica. Pesa favoravelmente a esses modelos, as similaridades 

biológicas, que contribuem para a utilização dos modelos animais no estudo de 

processos fisiológicos ou patológicos no homem. Assim, da mesma forma como é 

difícil extrapolar os achados dos animais para o homem, visto que como afirmava 

Allmon, "o homem não é um rato gigante" (ALLMON, 1971), é igualmente 

imprudente ignorar as muitas similaridades que os cientistas têm demonstrado 

(SUSIN e RÖSING, 2002). 

 Nesse sentido, o rato constitui-se numa alternativa barata, de fácil obtenção e 

manuseio, o que propicia a utilização de grandes amostras. Adicionalmente a esse 

fato, existe entre esses animais e o homem uma similaridade anatômica, histológica 

e bioquímica dos tecidos periodontais, bem como uma similaridade histopatológica 

e, em parte, microbiológica no que diz respeito às doenças periodontais (MADDEN e 

CATON, 1994; WEINBERG e BRAL, 1999; SUSIN e RÖSING, 2002; KUHR, POPA-

WAGNER et al., 2004; OZ e PULEO, 2011). As diferenças existentes entre o homem 

e o rato, não têm sido consideradas como um fator suficientemente importante para 

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

Considerando a relevância do tema proposto e a ausência de estudos em 

animais abordando a inter-relação entre doença periodontal e desordens 

metabólicas , um dos objetivos da presente tese foi avaliar o impacto de um modelo 

de MetS na ocorrência e severidade da perda óssea alveolar em ratos. A realização 

de um estudo dessa natureza busca auxiliar na elucidação de processos 

etiopatogênicos envolvidos tanto na MetS quanto na doença 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 será avaliado o efeito da obesidade sobre 

a destruição periodontal espontânea em ratos Wistar. 
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2 PROPOSIÇÃO 

2.1  OBJETIVO GERAL 

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

patogênese da perda óssea alveolar. 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Com base nos objetivos específicos da presente tese foram escritos uma 

revisão narrativa da literatura, 2 artigos originais e um artigo de divulgação. Abaixo 

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

Artigo 1 

Apresentar uma revisão narrativa da literatura, direcionada aos médicos e 

dentistas, especialmente àqueles que se dedicam à Endocrinologia e à Periodontia, 

a respeito da relação entre MetS e doenças periodontais. 

Artigo 2 

Avaliar o efeito da obesidade sobre a ocorrência de perda óssea alveolar 

espontânea em ratos Wistar. 

Artigo 3 

Avaliar o efeito da MetS na patogênese da perda óssea alveolar induzida por 

ligadura em ratos Wistar. 

Artigo 4 

Divulgar a profissionais da área da saúde, em veículo de ampla circulação, as 

informações pertinentes a inter-relação MetS e odontologia. 
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3 METODOLOGIA 

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

realização estão expressas na Figura 1. 

 

3.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA 

Este estudo utilizou um desenho experimental do tipo prospectivo, randomizado 

controlado em modelo animal. 

3.2 ANIMAIS 

Foram utilizados 60 ratos Wistar machos adultos com 60 dias de idade (350g) 

ao início do tratamento provenientes do Centro de Reprodução e Experimentação 

Animal (CREAL) do Instituto de Ciências Básicas da Saúde da Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos na Unidade de Experimentação 

Animal do Hospital de Clínicas 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 à água e 

à alimentação. Todos os procedimentos necessários para minimizar dor e desconforto 

foram tomados. 
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3.3  CARACTERÍSTICAS DA AMOSTRA 

3.3.1 CÁLCULO DE AMOSTRA 

O cálculo 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 óssea 

alveolar induzida por ligadura em ratas Wistar e utilizou metodologia semelhante à 

do presente estudo. 

A perda óssea alveolar foi utilizada como desfecho primário para cálculo 

amostral. Estimou-se que uma amostra de 14 ratos por grupo seria necessária para 

atingir um poder de 80% para detecção de uma diferença de aproximadamente 

0,14mm na perda óssea entre dois grupos experimentais. O nível de significância 

adotado foi de 5%. Baseando-se em estudos prévios realizados pelo grupo de 

pesquisa, estimou-se uma taxa de atrição de 10%. Assim, a amostra final do estudo 

foi de 15 ratos por grupo, totalizando 60 animais. 

3.3.2 RANDOMIZAÇÃO 

Os animais foram distribuídos randomicamente para seus respectivos grupos 

experimentais. Para isso os animais foram pesados e divididos em tertis de acordo 

com o peso corporal. Após, os mesmos foram sorteados para os respectivos grupos 

experimentais. 

3.3.3 CONSTITUIÇÃO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS 

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

com 15 animais em cada um deles da seguinte maneira: 

Grupo 1 (Controle Total – CT): ausência de Indução de doença periodontal e 

ausência de indução de Obesidade/MetS. 

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

padronizada. 
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Grupo 3 (Doença periodontal – DP): Indução de doença periodontal por meio de 

colocação de ligadura. 

Grupo 4 (MetS e doença periodontal – MetS+DP): Indução de doença 

periodontal bem como de MetS. 

3.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

Para diagnóstico de MetS, é necessário preencher três componentes dos 

cinco estipulados pelo National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment 

Panel III - ATPIII (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 III) final report, 2002), segundo 

recomendação da Primeira Diretriz Brasileira de Diagnóstico e Tratamento da 

Síndrome Metabólica [I-DBSM, 2005] (SBC, 2005). Durante o período experimental, 

foram registrados semanalmente o peso corporal e comprimento naso-anal. Após 

12 semanas de exposição à dieta, nos grupos DP e MetS+DP, foi induzida doença 

periodontal por meio da colocação de ligaduras. 

3.5  INDUÇÃO DA SÍNDROME METABÓLICA 

A indução de MetS foi realizada por meio de dieta. Para isso, utilizou-se uma 

dieta palatável hiperlipídica e hipercalórica, composta de aproximadamente 55% de 

carboidratos, 20% de lipídios, 20% de proteínas e 5% de outros constituintes 

(sódio, cálcio, vitaminas, conservantes, minerais entre outros), adaptada de uma 

dieta hiperlipídica conhecida como dieta de cafeteria ou dieta ocidental, 

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

Dietas com alto teor de gorduras e carboidratos têm sido amplamente 

utilizadas em pesquisa para obtenção de obesidade e parâmetros de MetS em 

ratos, e reproduzem as refeições humanas conhecidas como fast food (DIETRICH, 

MULLER et al., 2007; KNIGHT, QUIGLEY et al., 2008; BARTOLOMUCCI, CABASSI 

et al., 2009). Os alimentos que compõem esta dieta adaptada são: salsicha, 

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

embalagem dos alimentos.  

 Os alimentos oferecidos aos animais foram substituídos diariamente para 

permitir consumo de alimentos frescos e variados, assim como a água, o leite 

condensado e o refrigerante (Tabela 1). Todos os alimentos estiveram disponíveis 

ad libitum assim como a ração padrão, aos animais controles. Vale ressaltar que 

mesmo os grupos expostos à referida dieta receberam a ração padrão. 

Tabela 1 – Dieta empregada no estudo 

ALIMENTOS MARCAS COMERCIAIS 

Bolacha recheada Trakinas® 

Wafer  Isabela® 

Leite condensado Elegê® 

Salsicha mista Alibem® 

Refrigerante de cola Coca-cola® 

Salgadinho Elma Chips® 

3.6 CÁLCULO DO ÍNDICE DE LEE 

Os dados referentes ao peso corporal e à medida naso-anal foram usados 

para o cálculo do índice de Lee. O mesmo foi calculado dividindo-se a raiz cúbica 

do peso corporal em grama pelo comprimento naso-anal em centímetros e 

multiplicando-se por dez (BERNARDIS e PATTERSON, 1968). 

pesocorporal(g)3 /comprimentonasoanal(cm).10 

3.7  PESO CORPORAL DOS ANIMAIS 

Para a pesagem dos animais foi utilizada balança eletrônica e os dados 

expressos em grama (g) de peso corporal. Essa verificação foi realizada 

semanalmente durante todo o período experimental. 
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3.8  MODELO DE INDUÇÃO DE DOENÇA PERIODONTAL  

Após o curso de 12 semanas de exposição à dieta, com diagnóstico de 

obesidade e o estabelecimento da MetS, foi induzida doença periodontal, por meio 

da colocação de ligadura. A mesma trata-se de um fio de seda 4-0 (Ethicon®, 

Johnson & Johnson, São Paulo, SP, Brasil) no segundo molar superior direito do 

rato, sendo os segundos molares contralaterais controle intra-grupo. A colocação da 

ligadura foi feita mediante anestesia geral, sob supervisão de médico-veterinário. 

Para esse procedimento utilizou-se anestésico inalatório isoflurano (Isoforine® 

100ml, Cristália, São Paulo, SP, Brasil) vaporizado em 100% de oxigênio por meio 

de máscara facial. Para a indução anestésica utilizou-se isoflurano 5V% e para 

manutenção 2-3V%.  

Os procedimentos para a colocação das ligaduras seguiram metodologia já 

descrita na literatura (SALLAY, SANAVI et al., 1982; GALVAO, CHAPPER et al., 

2003). O fio de seda (4-0) foi colocado com auxílio de duas pinças porta agulha do 

tipo Castro Viejo nos espaços interproximais sendo o nó realizado na face vestibular. 

3.9  MORTE DOS ANIMAIS 

Os animais foram mortos 17 semanas após o início do período experimental 

(5 semanas após a colocação das ligaduras) por decapitação, 24 horas após a 

última avaliação in vivo e após jejum de 12 horas. Este método foi utilizado com o 

intuito de permitir a coleta de maiores volumes de sangue para as análises 

sorológicas. É importante salientar que o modelo prevê a verificação dos efeitos 

bioquímicos, o que também impossibilita a utilização de anestésicos. A decapitação 

foi realizada por experimentador treinado. Após a morte e obtenção dos espécimes, 

as carcaças dos animais foram colocadas em sacos plásticos adequados e 

encaminhadas para descarte seguindo os protocolos da Unidade de Experimentação 

Animal (UEA) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA). 

3.10  PREPARAÇÃO DO SORO 

 Imediatamente após obtenção, o sangue do tronco foi centrifugado em tubos 

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

momento dos ensaios laboratoriais. 

3.11 EXCISÃO DO FÍGADO 

A excisão do fígado foi realizada conforme metodologia descrita por The 

Laboratory Rat - The Handbook of experimental Animals (KRINKE, 2000). 

3.12 DETERMINAÇÃO DA GLICEMIA 

Os níveis séricos de glicose das amostras foram determinados usando kits 

comerciais da marca BioClin®. As dosagens foram realizadas na automação de 

bioquímica BS-120 da Mindray®. 

3.13 DETERMINAÇÃO DE TRIGLICERÍDEOS E COLESTEROL 

Os procedimentos para determinação dos triglicerídeos e colesterol foram 

realizados nas dependências do LaMec (Laboratório de Metabolismo e 

Endocrinologia Comparada) conforme segue. Uma Amostra de tecido hepático foi 

homogeneizada em solução salina na proporção 20:1 (1mg de tecido para 20µL de 

solução salina). O homogenato foi utilizado para dosagem de triglicerídeos por kit 

Bioliquid para determinação de triglicerídeos (Bio diagnóstica, Laborclin, Brasil), 

conforme especificações fornecidas pelo fabricante, com leitura em 

espectrofotômetro a 500nm. 

A concentração de colesterol foi obtida a partir de 1mL do mesmo 

homogenato para obtenção de triglicerídeos. A este homogenato foi acrescentado 

250µL de ácido tricloro acético (TCA) 50%; com posterior centrifugação por 10min a 

20000rpm. O sobrenadante retirado foi colocado para secagem e formação do pellet, 

ao qual foi acrescentado clorofórmio metanol para dissolução, com posterior 

centrifugação por 10min à 20000rpm. Este procedimento foi repetido por três vezes 

sucessivas, após foi colocado 500µL de isopropanol. A solução foi preparada para 

ser medida em kit Bioliquid para determinação de colesterol total (Bio diagnóstica, 

Laborclin, Brasil), conforme a especificações do fabricante, com leitura em 

espectrofotômetro a 500nm. 
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3.14 DETERMINAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES DE IL1- E TNF-  

Toda avaliação das citocinas foi realizada nas dependências da Unidade de 

Análises Moleculares e de Proteínas (UAMP) do Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre conforme segue. A concentração sérica de ambas citocinas foi realizada por 

ELISA e os valores expressos em pg/mL. Para análise do TNF- utilizou-se o kit 

E91033Ra, USCN, Life Science, Inc - USA e para a IL1- E90563Ra, USCN, Life 

Science, Inc – USA. As mensurações foram realizadas ao final do período 

experimental e seguiram todas as recomendações do fabricante de cada um dos kits 

adquiridos para o estudo. 

3.15 PREPARO DAS MAXILAS 

As maxilas dos animais foram removidas com auxílio de cinzéis  e 

armazenadas em potes contendo solução de formalina tamponada a 10%, 

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

Após este procedimento, as maxilas foram imersas em hipoclorito de sódio a 

uma concentração de 9% de cloro ativo (Mazarollo®, Gravataí, RS, Brasil), durante 

duas horas e os tecidos moles cuidadosamente removidos. Passado este período, 

os espécimes foram lavados e secos. Para uma melhor visualização da junção 

amelo-cementária, foram corados com azul de metileno a 1% durante um minuto. 

3.16 ANÁLISE MORFOMÉTRICA DAS MAXILAS 

Os procedimentos de preparo dos espécimes bem como de análise 

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 

câmera fotográfica digital de 6.1 megapixels modelo D100, com lente macro 100mm 

(Nikon® Coolpix, Ayutthaya, Tailândia), acoplada a um tripé com distância focal 

mínima, de modo que a lente ficasse o mais paralela possível em relação ao solo. 

Foi confeccionado um aparato utilizando pasta pesada de Silicona de Adição 

(Express®, 3M do Brasil, SP, Brasil) para promover fixação de uma régua 
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endodôntica a uma posição perpendicular em relação ao solo. Os espécimes foram 

fixados à régua com lâmina de cera 07, de modo que o plano oclusal da peça 

ficasse paralelo ao solo (Anexo 2). Foram realizadas tomadas fotográficas das faces 

vestibular e palatina de cada uma das hemimaxilas sendo que a medida da distância 

da junção amelo-cementária à crista óssea foi mensurada em pixels sendo esta 

posteriormente convertida para milímetros 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 mensurações 

considerada para análise. A mensuração da perda óssea alveolar foi realizada por 

um examinador treinado, calibrado e que desconhecia a que grupo experimental 

pertenciam os espécimes. 

3.17 MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA (µCT) 

Toda a análise de µCT foi realizada nas dependências 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 500µA, filtro de alumínio 0,5mm e uma 

resolução de imagem de 12,45µm. As imagens foram reconstruídas por meio de um 

software (NRecon 1.6.1.5, SkyScan, Bélgica) em todas as dimensões 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 mensurações de 

volume foram realizadas após a seleção da região de interesse (ROI) em 3 

dimensões, com o software CTan (CT Analyser 1.10.1.0, SkyScan, Bélgica) (Anexo 

3B). Para a demarcação da ROI, um examinador treinado, baseou-se em pontos de 

referência anatômicos. A ROI foi delimitada a partir da raiz mesial do terceiro molar 

até a raiz distal do primeiro molar, uma vez que a destruição periodontal e a maior 

parte da perda óssea alveolar foram evidentes na região da bifurcação das raízes e 

nas áreas interproximais do segundo molar. Após a delimitação dos pontos de 

referência, os contornos da ROI foram estabelecidos em intervalos regulares a cada 

10 planos, resultando em uma inclusão mínima de dentes e raízes e máxima 

quantificação do osso alveolar. Todos os contornos foram desenhados iniciando-se 

imediatamente abaixo da junção amelo-cementária, movendo-se 3mm em direção 
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apical. Portanto, toda a área de osso da região interproximal e de bifurcação das 

raízes foi englobada pela ROI. Por fim, na imagem tridimensional original, os índices 

foram calculados por meio da ROI binária. O parâmetro avaliado foi o percentual de 

volume ósseo (%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 análise morfométrica. 

Os espécimes foram codificados, por um examinador externo ao estudo e nomeados 

de acordo com esse código, de modo que o examinador responsável pela análise 

das fotografias desconhecia a que grupo cada espécime pertencia. 

4.2 REPRODUTIBILIDADE 

A avaliação do peso e mensuração do comprimento naso-anal foram 

realizados por experimentador treinado. Vale ressaltar que o examinador 

responsável por essas análises participou recentemente de um experimento com 

metodologia semelhante à do presente estudo. A reprodutibilidade para o peso e 

comprimento naso-anal foi realizada semanalmente através da dupla mensuração 

de ambos parâmetros em 10% da amostra. Os resultados mantiveram-se sempre 

próximos de 0,99 para o peso e variaram de 0,80 a 0,92 para o comprimento naso-

anal. 

Durante a análise morfométrica, 20 espécimes foram aleatoriamente 

sorteados para serem duplamente mensurados, com intervalo de uma semana, 

sendo os valores comparados através do coeficiente de correlação intra-classe 

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

Considerando a análise das microtomografias computadorizadas, as mesmas 

foram realizadas por um examinador treinado e calibrado. O treinamento ocorreu 

previamente ao início da avaliação e a reprodutibilidade foi realizada durante a fase 

de avaliação das microtomografias. Para isto, 20% das imagens foram selecionadas 
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de maneira aleatória para serem duplamente mensuradas. O CCI calculado foi de 

0,99. 

4.3  ANÁLISES LABORATORIAIS 

As análises bioquímicas e de citocinas foram realizadas seguindo as normas 

da UAMP respeitando todas as recomendações do fabricante, por um examinador 

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

5 ANÁLISE DOS DADOS 

5.1 HIPÓTESE ESTATÍSTICA 

 A hipótese de nulidade testada estatisticamente é a de ausência de diferença 

entre os grupos experimentais para os desfechos primários e secundários avaliados. 

A hipótese alternativa é de que pelo menos um dos grupos é estatisticamente 

diferente dos demais. 

5.2 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para cada um dos parâmetros estudados, a normalidade dos dados foi 

testada por meio do teste de Shapiro-Wilk e o teste estatístico selecionado conforme 

segue. Para dados com distribuição normal foram utilizados testes paramétricos e 

para dados com distribuição não normal foram utilizados testes de distribuição livre. 

Abaixo está descrita a estratégia de análise utilizada para os artigos 2 e 3. Todas as 

análises foram realizadas por meio dos softwares SPSS versão 20 (IBM, Japão) e 

Stata versão 10.1 (StataCorp, College Station, USA) para Macintosh. O nível de 

significância estabelecido foi de 5%. 

Artigo 2 

 Foram calculadas médias e desvio padrão da diferença de peso final e inicial 

e do índice 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 interquartil para as medidas da 

distância da junção amelo-cementária até a crista óssea alveolar para as faces 

vestibular e palatina e comparadas através do teste de Mann Whitney. A definição 

de periodontite espontânea baseou-se no percentil 75 da distribuição da média da 

perda óssea alveolar dos grupos experimentais de modo que o valor calculado foi de 

0,51mm. Os sítios foram dicotomizados como positivos ou negativos para 

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

Artigo 3 

Média e desvio-padrão do peso e do índice de Lee para cada um dos grupos 

experimentais foram geradas e comparadas por meio de análise de variância de 

medidas repetidas de uma via, seguida pelo teste de comparações múltiplas de 

Bonferroni. 

A comparação da média e o desvio-padrão dos dados bioquímicos (colesterol 

e triglicerídeos) bem como para o percentual de perda óssea alveolar (desfecho 

principal) para cada um dos grupos experimentais foi realizada por meio de análise 

de variância de uma via (ANOVA), seguida pelo teste de comparações múltiplas de 

Bonferroni. 

Os níveis séricos de citocinas foram apresentados como medianas e 

intervalos interquartis e comparados pelo teste de Kruskall-Wallis. 
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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 (75th 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) (478±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 (mm±SD) 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 (75th 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 mass1. It is 

known to increase risk for several chronic inflammatory diseases and conditions such 

as cardiovascular disease, type 2 diabetes mellitus, and arthritis2. 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 obesity6-11. 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 hormones12. 

Additionally, recent studies suggest an association between obesity and putative 

periodontopathogens (red complex) in obese subjects13. 

In the etiopathogenic process of periodontal diseases, the inflammatory 

pattern is one of the determinants of alveolar bone loss14. The production of 

inflammatory cytokines by the adipose tissue has also been considered important in 

the homeostasis of periodontal breakdown12. 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 

animals15. The study protocol was submitted and approved by the Animal Research 

Ethics Committee of the Hospital de Clínicas 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. 

 

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 loss16. 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 diet17. 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 Index18, by means of the following formula: 

 BW (g)3 /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)19. 

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. 200719. 

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 ≥0.51mm 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). 

 

 

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 models20, 21. 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 breakdown22, 16. 

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 affected23, 24. 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 

disease6-11. 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 rats25, 26. 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 tissues22. 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 obesity27. 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 steatosis28, 29. 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 intolerance8, 9. 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-α, etc. have been 

reported in obese individuals 3-5. 

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 Bissada30 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 overweight6, 9, 31. 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 periodontium32, 21. 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 (µCT) and serum TNF-α and IL1-β 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-. 

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 (ATPIII) (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. 

 

 

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 (22oC ± 2oC) 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 Clínicas 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, 

NUVITAL
™

, 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, NUVITAL
™

, 

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, São Paulo, Brazil) on the right upper second molar with the knot made on 
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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™ Cristália, 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 -

70oC. 

 

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: 

BW (g)3 /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 -

70oC 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 : 20µL saline). 

The homogenate was used for triglyceride dosage by means of bioliquid kit (Bio 

diagnóstica, Laborclin, Brazil). The cholesterol concentration was obtained from 1mL 

of the same homogenate used in the measurement of triglycerides. To this 

homogenate 250µL 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 250µL of 

isopropanol were added. The measurement was performed in kits for cholesterol 

evaluation (Bio diagnóstica, Laborclin, Brazil). Both, triglyceride and cholesterol 

dosages were performed according to manufacturer instructions in 500nm 

spectrophotometer. 

 

Microtomography (µCT) Analysis 

Each hemi-maxillae (right and left) were scanned with µCT system (Skyscan, 1176, 

Aartselaar, Belgium). The x-ray generator was operated at 50 kVp, beam current at 

500µA, 0.5mm aluminum filter at an image resolution of 12.45µm. 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 ROI 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-α 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-β 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 
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median and 25th and 75th 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) (± 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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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. 

 

 

 

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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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 

± 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 
and MetS+PD) 

Left sites (all groups without 
ligature) 

CT 28.08 ± 1.97 A 27.68 ± 2.42 A 

PD 42.78 ± 7.27 B 27.30 ± 1.76 A 

MetS 33.64 ± 4.43 C 33.68 ± 7.30 B 

MetS+PD 53.60 ± 3.44 D 35.13 ± 4.86 B 

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- and TNF- (P=0.35 and P=0.62, 

respectively). 
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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- 

α, C-Reactive Protein and IL-6 (41). 

The analysis of some cytokines performed in the present study (IL-1β and 

TNF-α) 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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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A presente tese objetivou investigar o possível efeito de desordens 

metabólicas sobre o processo etiopatogênico da doença periodontal. O interesse 

nessa possível relação se deu frente às evidências crescentes, advindas de 

diferentes estudos, com metodologias diversificadas, da associação entre obesidade 

e doença periodontal. Para tanto, num primeiro momento, uma revisão da literatura 

foi realizada (CAVAGNI e RÖSING, 2012) para que se pudesse contextualizar o 

problema de acordo com a literatura publicada. Nessa etapa, o foco de interesse 

residiu na inter-relação entre MetS e doença periodontal, uma vez que as evidências 

sobre obesidade e doença periodontal já eram mais consistentes e, aparentemente, 

a MetS não estava sendo considerada nos estudos iniciais. 

Nesse sentido, uma busca foi realizada nas bases de dados disponíveis, 

especialmente no Pubmed, para que se pudesse construir o panorama da literatura 

disponível. Várias estratégias sistemáticas de busca foram testadas, entretanto, pela 

quantidade pequena de artigos sobre a temática inter-relacionando MetS e doença 

periodontal, uma opção por uma compilação narrativa da informação foi realizada, 

também tendo como base o fato de que, frente à literatura incipiente sobre o 

assunto, o objetivo inicial era dar suporte básico à divulgação às comunidades 

odontológica e médica da possibilidade da inter-relação.  

Nessa revisão da literatura, publicada na Revista Periodontia, foram 

encontrados 5 estudos epidemiológicos de associação entre MetS e doença 

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 Japão, um 

nos Estados Unidos, um na França e um no Brasil. Os estudos japoneses e norte-

americano encontraram associações significativas, sugerindo um incremento de 

chance de doença periodontal para portadores de MetS. Não foram encontrados 

estudos com natureza longitudinal. A busca por estudos de intervenção revelou 

somente um estudo piloto publicado até o momento da finalização do artigo. Assim, 

ficou claramente demonstrado que o tema tem potencial importância e ainda é 



 98

pouco explorado, havendo necessidade de que delineamentos diversos fossem 

utilizados na perspectiva de estudo de fatores de risco.  

Levando-se em consideração a importância dos estudos em animais para 

entendimento de plausibilidade biológica (MADDEN e CATON, 1994; WEINBERG e 

BRAL, 1999; OZ e PULEO, 2011), um passo indispensável na caracterização de um 

fator de risco, constatou-se a necessidade de que a temática fosse explorada com 

esse tipo de modelo. 

Assim, um macro-projeto de pesquisa foi delineado para tentar estabelecer o 

papel de desordens metabólicas na destruição periodontal. Alguns aspectos 

metodológicos merecem destaque no projeto, frente às 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 

têm sido sistematicamente utilizados em estudos de etiopatogenia das doenças 

periodontais e também em estudos de desordens metabólicas, 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 indução das desordens metabólicas 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 têm 

sido responsáveis pelo aumento da prevalência de desordens metabólicas no 

mundo. Experiências anteriores realizadas pelo grupo de pesquisa (SIMCH, GAIO et 

al., 2008; VERZELETTI, GAIO et al., 2012) já haviam trabalhado com o uso da dieta 

de cafeteria para indução de obesidade em ratas. No processo de construção 

desses estudos, dificuldades foram encontradas para que se garantisse que os 

grupos apresentassem diferenças 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 associação epidemiológica encontrada na região 

metropolitana de Porto Alegre ser restrita às mulheres (DALLA VECCHIA, SUSIN et 

al., 2005). No presente estudo, frente às 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 reflexão o fato de 

que a indução de doença periodontal por meio de ligaduras é um método inconteste 

de geração de destruição, entretanto, também tem despertado interesse a 

ocorrência de destruição periodontal sem imputar um desafio tão intenso 

(LIBERMAN, PILAU et al., 2011). Assim, tendo por base demonstrações da literatura 

e do próprio grupo que em algumas exposições é possível observar os efeitos de 

uma determinada exposição sobre a destruição periodontal natural, optou-se por 

analisar os efeitos da obesidade nos animais que não foram submetidos a indução 

de doença. As análises da maioria dos estudos sobre ocorrência natural de 

destruição são realizadas nos lados contralaterais àqueles 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 está em avaliação no 

periódico Archives of Oral Biology. Os cuidados metodológicos em relação à 

limitação dos vieses, reprodutibilidade, boas práticas de laboratório foram tomados 

e, a partir de análise morfométrica, a análise inicial não demonstrou efeito da 

obesidade sobre a ocorrência de destruição periodontal natural em ratos Wistar. 

Esse resultado corrobora o achado epidemiológico em Porto Alegre. Um fato que 

merece destaque é que nesse estudo, diferentemente dos anteriores, também foi 

realizada análise do Índice de Lee (BERNARDIS e PATTERSON, 1968), que guarda 

semelhança com o índice de massa corporal, o qual leva em consideração a relação 

entre peso e altura. As diferenças encontradas tanto no peso corporal, como no 

Índice de Lee, permitem inferir obesidade no grupo teste. 

Entretanto, em reflexões realizadas a respeito das limitações das médias 

como única medida de avaliação e comparação de grupos, optou-se por uma análise 

diferenciada dos dados, valendo-se da distribuição dos mesmos e estabelecendo-se 

como ponto de corte para ocorrência de destruição o percentil 75 da distribuição dos 

dados. Análises como essas têm sido utilizadas na avaliação de estudos com outros 

delineamentos, especialmente epidemiológicos, uma vez que se perdem muitas 

informações com a exclusiva análise 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 análise, observou-se que os ratos obesos apresentaram 
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maior destruição periodontal que os não obesos. Tendo em vista que esse tipo de 

análise 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 têm 

potencial de apresentar maior destruição periodontal que os não obesos. 

As hipóteses de explicação biológica para esse tipo de achado em animais 

vinculam-se ao fato de que a expressão inflamatória no obeso é diferente do não 

obeso, sendo o tecido adiposo um tecido capaz de produzir citocinas e mediadores 

inflamatórios que possam, de alguma maneira, potencializar a destruição periodontal 

(BERG e SCHERER, 2005). Assim, os dados obtidos tendem a suportar os achados 

encontrados em ratas obesas previamente publicados, com doença 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 

presença da MetS e seus potenciais efeitos no periodonto. Para tanto, um artigo 

está sendo preparado para submissão ao Journal of Periodontal Research. Assim, o 

primeiro passo, foi identificar se os animais submetidos à dieta de cafeteria 

realmente haviam desenvolvido MetS. Estudos com outros objetivos já 

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 dúvidas, medições de lipídios e glicose foram 

realizadas. Os grupos expostos à dieta demonstraram obesidade, tanto por 

diferença de 18% no peso corporal, quanto por diferenças estatisticamente 

significativas no Índice de Lee. As análises de colesterol e triglicerídeos revelaram 

diferenças estatisticamente entre os grupos expostos e não expostos à dieta de 

cafeteria. Entretanto, em relação à glicose, diferenças estatisticamente significativas 

não foram observadas. 

A MetS é definida quando 3 parâmetros (dos 5 considerados) estão 

presentes. No presente estudo, a pressão arterial não foi aferida, tendo em vista que 

o método sugerido para estudos com dieta é invasivo (KURTZ, GRIFFIN et al., 2005) 

e geraria estresse, imputando uma nova variável ao presente estudo. Assim, as 

diferenças em termos de obesidade, colesterol e triglicerídeos suportam a presença 
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de MetS. Um fato extremamente instigante dentre os achados do presente estudo 

reside no fato de que os grupos não expostos à dieta não apresentaram diferenças 

estatisticamente significativas no comportamento dos lipídios, entretanto, o grupo 

exposto à dieta concomitantemente à indução de destruição periodontal apresentou 

níveis mais elevados de ambos os lipídios. Esse fato sugere que a presença 

concomitante do desafio bacteriano periodontal pode piorar a resposta do organismo 

em termos de acúmulo de lipídios. Essa é uma observação ainda não explorada pela 

literatura que merece foco de atenção futura. Entretanto, é possível supor que o 

desafio microbiano e a consequente maior resposta inflamatória possa contribuir 

para maiores níveis de acúmulo de lipídios. Se essa suposição for confirmada, 

aumentam as possibilidades e impacto da condição bucal sobre outras condições 

sistêmicas. 

Entretanto, de importância capital no presente estudo é a análise da 

destruição óssea, desfecho primário adotado como proxy de doença periodontal 

destrutiva. Essa análise foi realizada através de microtomografia computadorizada. 

Esse é um recurso que permite analisar tridimensionalmente, o que não é possível 

nem por histologia, tampouco por morfometria. Em que se pese as fortes evidências 

advindas de estudos morfométricos e histométricos, a real quantificação do volume 

de perda óssea sempre foi um objetivo a ser alcançado. Nesse sentido, o presente 

estudo adiciona à literatura, observando aspectos aparentemente mais acurados. 

Em termos de resultados, o Artigo 3 desta tese demonstrou claramente o 

impacto da MetS na destruição periodontal. Isso se deu tanto nos lados sem a 

presença de ligadura, os grupos portadores de MetS apresentaram maiores graus 

de perda óssea que os animais sem a síndrome. Conforme relatado anteriormente, 

em que se pese não haver ligadura no sítio, o animal apresenta ligadura no lado 

oposto (para os grupos DP e MetS+DP). Entretanto, a comparação entre o grupo DP 

e MetS infere que a MetS é capaz de modular a resposta periodontal, representando 

um desafio maior que a própria ligadura no lado contralateral. 

Por outro lado, os resultados mais interessantes são aqueles advindos das 

análises dos lados com ligadura nos grupos DP e MetS+DP. Nessa análise, a perda 

óssea maior foi observada no grupo MetS+DP, seguida pelos grupos DP, MetS e 

CT. Todas as análises intergrupos revelaram diferenças estatisticamente 
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significativas. Assim, fica claro o papel da MetS na modulação da resposta 

periodontal. Na busca por explicações para esse fato, a análise das citocinas TNF-α 

e IL1- β não permitiu, por conta da variabilidade, que diferenças fossem observadas. 

Análises de citocinas em ratos Wistar, frequentemente não têm conseguido 

diferenciar grupos, provavelmente em função de a espécie ter variadas respostas 

aos desafios inflamatórios (DAUDT, CAVAGNI et al., 2011). Animais isogênicos 

permitem com maior facilidade essas demonstrações de diferenças, entretanto sua 

capacidade translacional diminui, tendo em vista que os seres humanos não 

apresentam respostas tão similares quanto animais isogênicos (KACEW e 

FESTING, 1996). 

Por outro lado, os mecanismos pelos quais haveria uma potencial explicação 

para as diferenças observadas vinculam-se aos achados da literatura que suportam 

que indivíduos com MetS apresentam um padrão diferenciado de resposta 

inflamatória, com uma resposta mais destrutiva em diferentes doenças (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 integração entre as profissões da saúde e uma atenção 

integral ao indivíduo mais qualificada, efetivamente alcançando a verdadeira 

promoção de saúde. Nesse sentido, também como parte da presente tese, foi escrita 

a coluna Novas Tendências na Revista Clínica – International Journal of Brazilian 

Dentistry, com objetivo meramente de divulgação de informação, alertando aos 

profissionais da Odontologia da responsabilidade de transcender as abordagens 

tradicionais, intrabucais, em um modelo de atenção que não contemple a amplitude 

dos desafios da atenção integral de indivíduos. 

A partir dos resultados obtidos, frente às reflexões realizadas, pode-se 

concluir que a doença periodontal é influenciada por desordens metabólicas. 

Recomenda-se, portanto, a inclusão de questionamentos e análises dessas 

condições e suas potenciais interrelações pelos profissionais da saúde. 
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8 ANEXOS 

Anexo 1: Parecer do Comitê de Ética 
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Anexo 2: Exemplo de Fotografia utilizada na análise morfométrica. 
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Anexo 3: Análise do volume de perda óssea alveolar por micro-tomografia. (A) 

Reorientação da imagem no programa DataViewer (B) Definição da ROI no 

programa CTan 
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