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RESUMO

Objetivo: O objetivo desse trabalho foi avaliar o
comportamento do tecido gengival de ratos apés a indugao
experimental de obesidade e doenga periodontal. Material e
Meétodos: Vinte e quatro ratos machos (n=24) foram divididos
inicialmente em 2 grupos, que foram submetidos a injegdes
intradérmicas na regido cervical de 4g/kg/dia de solugéo
glutamato monossédico (MSG) (grupo OBS) e 1,25g/kg/dia
de solugéo salina (grupo CTL), nos primeiros 5 dias de vida.
Aos 70 dias foi induzida a doenga periodontal com a
colocacao de ligadura nos dentes posteriores dos ratos,
apos esse procedimento 4 grupos, com 6 ratos cada, foram
originados: grupo controle sem ligadura (CTL); grupo controle
com ligadura (LIG); obeso sem ligadura (OBS), obeso com
ligadura (OBSLIG). Aos 100 dias os ratos foram sacrificados,
e a hemimandibula direita de cada rato foi retirada para a
analise morfométrica do tecido gengival. Resultados: A altura
do epitélio da crista gengival foi significativamente (p<0,05)
maior nos grupos com periodontite induzida (LIG 44,26+0,69;
OBSLIG 43,30+1,23). A altura do tecido conjuntivo na regido
média mostrou-se menor nos grupos CTL (237,44+7,38) e
OBS (238,17+0,73), sendo estas diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) em relagdo aos demais grupos.
Concluséo: A obesidade induzida pelo glutamato monossédico
nao alterou as caracteristicas dos tecidos epitelial e conjuntivo
da regiao gengival de ratos.

DESCRITORES
Doenca Periodontal. Obesidade. Gengiva.

ABSTRACT

Objective: This study aimed to evaluate the behavior of
gingival tissue upon experimentally-induced obesity and
periodontitis in rats. Materials and Methods: Twenty-four male
Wistar rats were initially divided into 2 groups. Animals were
subjected to intradermal injections of 4 g/kg/day Monosodium
Glutamate (MSG) and 1.25 g/kg/day saline solution (control
group, CTRL) in the cervical region for their first 5 days of
life. At 70 days, the groups were subdivided into 2 other
groups. A ligature placed around their 1t mandibular molars
was used to induce periodontitis. Accordingly, a total of 4
groups were formed, with 6 animals each: ligature-free
control group (CTRL); control group with ligature (LIG);
ligature-free obese group (OBS); obese group with ligature
(OBSLIG). After 100 days, animals were sacrificed and their
right hemi-jaws were dissected for morphometric analysis.
Results: The height of the gingival crest epithelium was
significantly higher (p<0.05) in the groups with induced
periodontitis (LIG 44.26+0.69; OBSLIG 43.30+1.23). The height
of the connective tissue in the middle region was found to be
lowerin CTRL (237.44+7.38) and OBS groups (238.17+0.73),
with statistically significant differences (p<0.05) as compared
to the other groups. Conclusion: MSG-induced obesity did
not change the characteristics of the gingival epithelium and
connective tissues in rats.

DESCRIPTORS
Periodontal Disease. Obesity. Gingiva.
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sindrome metabolica ¢ o nome proposto pela

Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS) e pelo

ational Cholesterol Education Program (NCEP)

para designar um conjunto de alteragdes metabdlicas

(dentre elas a obesidade central) que comumente se

manifestam juntas e sdo fatores de risco para a doenga

coronariana. Cada componente da sindrome metabolica,

por si s, aumenta o risco de doenga cardiovascular,

porém, quando combinado, ele se torna muito mais
intenso’.

Para compreender melhor o papel de cada um
dos elementos envolvidos na fisiopatologia da
obesidade, pesquisadores utilizam modelos
experimentais animais, que podem determinar de maneira
controlada o papel de cada um dos componentes da
secreg¢do e resisténcia periférica a insulina e obesidade’.
A grande similaridade e homologia entre os genomas de
roedores e humanos tornam, esses modelos animais,
uma ferramenta importante para o estudo da obesidade,
de condig¢des que afetam os humanos e podem ser
simuladas em ratos®. Um modelo de obesidade,
encontrado na literatura e que serd usado nesta pesquisa,
¢ a inducdo através da administragdo do glutamato
monossddico que provoca lesao do nucleo hipotalamico
venteromedial, sem que o animal aumente a ingestao
alimentar’.

Obesidade tem sido associada com condig¢des
médicas potencialmente fatais incluindo doencgas
cardiovasculares?, varios tipos de cancer’, diabetes®,
bem como distirbios endocrinos’. Estar com sobrepeso
ou obesos também foi associado com um aumento do
risco para doenga periodontal®.

Diversas pesquisas cientificas vém sugerindo
que a obesidade contribui efetivamente com a
severidade da doenga periodontal®!'. A periodontite é
uma doenga infecciosa cronica, onde o biofilme
bacteriano ¢ responsavel pelo surgimento e manutencgéo
da doenga periodontal, mas o sistema imune do
hospedeiro tem importante papel, pois ele protege o
hospedeiro e também participa do ataque ao mesmo'2. E
causada predominantemente por bactérias que liberam
endotoxinas que ativam citocinas pro-inflamatorias (IL 1,
TNF-4a entre outras) que afetam os tecidos de suporte
dos dentes e induz perda do osso alveolar, cemento ¢
ligamento periodontal'>!4,

O aumento no indice de massa corporal (IMC) e
cintura quadril (ICQ) tém associagdo com o
desenvolvimento de periodontite!®. Dados
epidemiolégicos mostram que pacientes obesos ¢
resistentes a insulina apresentam concentragdes
plasmaticas elevadas de marcadores inflamatorios's. O
tecido adiposo secreta grandes quantidades de TNF-a
e IL-6 e a concentragdo dessas citocinas € proporcional

ao IMC"®. O aumento da concentragdo plasmatica das
citocinas pro-inflamatorias poderia justificar a relagdo
entre obesidade e doenga periodontal'®. A alta
concentracdo de TNF-a pode exacerbar a doenga
periodontal preexistente por meio da estimulagdo de
fibroblastos que promovem a sintese de enzimas
degradantes e pela estimulagdo de osteoclastos que
ativam a reabsor¢do Osseal.

No entanto, diversas pesquisas vém sendo
realizadas no sentido de investigar a relagdo entre a
obesidade e as varias doengas cronico-degenerativas
que acompanha esta epidemia. Todavia, apesar das
evidéncias mostrando as inter-relagdes entre obesidade,
tecido gengival e doenga periodontal, a literatura ¢ pouco
conclusiva, necessitando de pesquisas neste campo
cientifico. Tendo em vista essa possivel relagao causal
entre obesidade e doenga periodontal, esta pesquisa
tem como objetivo avaliar o comportamento do tecido
gengival de ratos com obesidade induzida
experimentalmente, através do glutamato monossédico,
associada ou ndo a doenga periodontal.

MATERIALE METODOS

Animais

Animais fémeas prenhas foram obtidas no
Biotério Central da Universidade Estadual do Oeste do
Parana, campus Cascavel, e mantidas no biotério setorial
do Laboratorio de Fisiologia Humana sob condigdes
controladas de temperatura (21 + 2°) e luz (ciclo de 12
horas de claro e 12 horas de escuro —7:00 - 19:00 h). Ao
nascimento, os filhotes foram separados por sexo
ficando 6 machos para cada ninhada, perfazendo um
total de 24 animais, calculo baseado em prévios estudos
131720 " esses foram desmamados com 21 dias, entdo,
receberam dieta padrdo e agua a vontade por todo o
periodo experimental. Todos os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal e Aulas Praticas (CEEAAP) da
UNIOESTE, com protocolo em 09/04/2013.

Inducio da Obesidade

Os animais foram aleatoriamente divididos em 2
grupos, com 12 ratos cada, submetidos durante os cinco
primeiros dias de vida, uma injegdo intradérmica na
regido cervical de glutamato monossddico na dose de
4g/kg de peso corporal (grupo OBS) ou 1,25 g/kg de
salina (grupo CTL) *.

Inducio da Doenca Periodontal
Aos 70 dias de vida os animais foram
anestesiados (xilazinha 0,04mL/100g e quetamina
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0,08mL/100g) e posicionados em mesa operatoria
apropriada, a qual permitia a manutencdo da abertura
bucal dos ratos facilitando o acesso aos dentes da
regido posterior da mandibula. Com auxilio de uma pinga
modificada e de uma sonda exploradora, foi colocado
um fio de algoddo numero 40 ao redor do primeiro molar
inferior de ambos os lados!”. Apods este procedimento
originou-se 4 grupos: controle sem ligadura (CTL),
controle com ligadura (LIG), obeso sem ligadura (OBS)
e obeso com ligadura (OBSLIG). Esta ligadura atuou
como irritante gengival por 30 dias e favoreceu o acimulo
de biofilme bacteriano!’.

Avaliacdo da Obesidade

Aos 100 dias os animais foram pesados ¢ fot
obtido o comprimento naso-anal para calculo do indice
de Lee [raiz cubica do peso corporal (g) / comprimento
naso-anal (cm)]. Posteriormente, apds o sacrificio, as
gorduras periepididimal e retroperitonial foram retiradas
pesadas e descartadas.

Eutanasia e Obtencao das amostras

Apo6s os 100 dias do tempo total do experimento,
os ratos de todos os grupos foram submetidos a um
jejum de 12 horas, antes do sacrificio, sendo
disponibilizado 4gua a vontade. Os animais foram
eutanasiados pelo método de decapitagdo por
guilhotina. Apds a eutanasia, amostras dos tecidos
periodontais, da hemimandibula do lado direito
destinadas aos estudos morfologicos foram reduzidas
e pré-fixadas em metacarn (70% metanol, 20%
cloroformio e de 10% 4cido acético glacial) com
gotejamento constante, durante a redugao.

Processamento Histolégico
As hemimandibulas do lado direito foram
descalcificadas com acido tricloroacético (TCA) 5% por

27 dias. As pegas foram avaliadas para verificar o grau
de descalcificag@o esperado, a cada 5 dias e o TCA era
trocado. Apos a descalcificag@o, os tecidos foram
imersos em sulfato de sodio 5% durante
aproximadamente 2 horas para neutralizar o TCA,
lavados em agua de torneira por 2 horas e mantidos em
alcool 70% até o processamento histologico para
inclusdo em parafina. Os fragmentos das hemima-
ndibulas foram desidratados em série alcodlica
ascendente, diafanizadas em xilol e incluida em parafina
(Purified Paraffin, code 1228, lot 1008459, Vetec Quimica
Fina, Rio de Janeiro, Brasil).

Cortes Histologicos

Os blocos de parafina foram cortados em
micrétomo manual (Olympus, CUT 4055 - Charleston,
Carolina do Sul, EUA) para obtengao de cortes de 7um
de espessura. Estes foram utilizados para montagem de
laminas histologicas e coradas pela técnica Hematoxilina
e Eosina (HE). Apds a obtencdo das laminas
histologicas, as imagens foram capturadas através de
um microscopio acoplado a um computador, através do
programa software Laz Ez® (Sistema de contagem e
captura LAS V4.2, Leica microsystems).

Morfologia da Gengiva

As medidas morfométricas foram feitas nas
gengivas marginais vestibular e lingual® da
hemimandibula do lado direito de todos os grupos,
utilizando-se um programa analisador de imagens?,
acoplado a um microscopio de luz (Leica Microsystems,
Suiga) com objetiva de 10x, aumento de 100x, a intervalos
de 10 cortes entre uma contagem e outra no seriamento
dos cortes (cerca de 70 pm). As mensuragdes foram
feitas a partir de pontos morfologicos pré-determinados
na gengiva marginal, como ilustrado na Figura 1,
utilizando um programa analisador de imagens Image

Fig. 1 — Esquema da gengiva marginal do rato,
mostrando os pontos de referéncia usados para
as medidas morfométricas do epitélio bucal, crista
epitelial e tecido conjuntivo.

C — altura do epitélio da crista gengival

E — largura do epitélio bucal

H — altura do tecido conjuntivo na regido média

L — largura do tecido conjuntivo na regiao basal
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Tools 3.0 (University of Texas Health Science Center,
San Antonio, TX, USA), sendo que as medidas foram
repetidas uma vez por dia, em dois dias diferentes, ¢
entdo foi feito a média entre os valores.

Para a analise estatistica, todos os valores
numéricos foram expressos como média + desvio padrao.
Em um primeiro momento, através do programa Bioestat
5.3 (Instituto Mamiraua, Amazonas, Brasil), foi realizado
o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a distribui¢ao de
normalidade dos dados. Apo6s a verificagdao da
normalidade dos dados, foram realizados o teste ANOVA
e consequentemente o teste Tukey com p<0,05 para
avaliar a diferenga entre os grupos.

RESULTADOS

Efeito no desenvolvimento da obesidade em ratos com e
sem periodontite induzida

A administragdo de MSG provocou um aumento
no indice de Lee quando comparados grupos tratados
com ndo-tratados (p<0.05), essa diferenga nao foi
observada quando comparados os grupos obesos entre
si (p>0.05). Os animais tratados com MSG neonatal
apresentam uma diminuig@o significativa no peso de
ratos (p<0.05), demonstrado na Tabela I .
A tabela 2 demonstra que a altura do epitélio da crista
gengival foi significativamente maior nos grupos com
periodontite induzida. Da mesma forma, houve diferenga
significativa em relagdo a largura do epitélio bucal, que
para os grupos com periodontite induzida. A altura do
tecido conjuntivo na regido média, nos ratos com
ligadura, mostrou um aumento em relagdo aos grupos
CTL e OBS, sendo estas diferencas estatisticamente
significativas. Do mesmo modo, os grupos LIG ¢ OBSLIG
revelaram um aumento na largura do tecido conjuntivo
na regido basal quando comparado com os demais
grupos.

DISCUSSAO

O tratamento neonatal com MSG induz a
obesidade através de lesdo de células neurais do nucleo
arqueado e eminéncia média do hipotalamo!s'¢. A
administra¢@o de MSG provocou aumento no indice de
Lee dos grupos obesos (Tabela 1), com diferenga
significante entre os grupos tratados, mas nao houve
diferenca entre os grupos de MSG, essa variavel fica

evidente nesse modelo de obesidade devido a este
tratamento poder resultar em numerosas anormalidades
endocrinas e comportamentais, tais como perturbagdes
do crescimento, produgdo de glicocorticoides,
obesidade e hipogonadismo'®. Entretanto o menor peso
Gnal dos ratos tratados com MSG, também demonstrado
na Tabela 1, provavelmente pode ser atribuido ao menor
tamanho desses animais, uma vez que entre as alteragdes
endocrinas descritas nesse modelo estd a menor
secrec¢do de hormonio de crescimento'.

Os ratos tém sido amplamente utilizados para
estudar os efeitos de drogas na gengiva, ¢ o crescimento
gengival ¢ semelhante ao dos humanos. A utilizagdo
deste modelo tem permitido o controle rigoroso de
algumas variaveis importantes, tais como predisposi¢ao
genética, idade, dose e via de administragdo de drogas,
por consequéncia a resposta em ratos ¢ mais uniforme
do que nos seres humanos®.

Os resultados desse estudo (Tabela 2), ndo
demonstraram uma associag¢do entre o efeito da
obesidade e o crescimento gengival, uma vez que
somente os grupos com periodontite induzida
apresentaram crescimento gengival, o que efetivamente
pode ser atribuido a presenga da doenca periodontal
experimentalmente instalada. Entretanto, estudos de
acompanhamento randomizados®'®!" confirmaram a
associagao da obesidade com condi¢ao periodontal e
os niveis e propor¢des de certas espécies microbianas
subgengivais, o significado de tal associagdo ndo ¢
claro. A explicacdo mais provavel seria de que uma
mudanca nos tecidos periodontais, devido a alteragdes
metabolicas associadas com a obesidade, poderia de
alguma forma afetar os padrdes de colonizagdo
microbiana subgengival®, alterando a extensdo e a
progressdo da doenga periodontal. As diferencas entre
individuos obesos e ndo-obesos nos padrdes
alimentares, estilo de vida, procedimentos de cuidados
a domicilio, habitos orais e de fundo genético pode ser
a “razdo direta” para os seus maiores niveis de doenca
periodontal. No entanto, o reconhecimento de uma
associacdo entre a obesidade, doenga periodontal ¢
aumento da colonizagdo pelo patdogeno periodontal
Tannerella. forsythia pode ser o primeiro passo na
tentativa de desvendar o mecanismo(s) bioldgico
subjacente a esta associagdo®.

Os resultados de nosso estudo néo
demonstraram diferengas em tecido gengival de ratos
obesos e saudaveis. Atualmente, 0 mecanismo para
esclarecer a relagdo entre obesidade e o crescimento
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CTL LIG
indice de Lee 0,327+0,001A 0,355+0,001B
(g/cm)
Peso final 385,57+29,28A 356,14+17,07A
dos
animais (g)

Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticamente significantes (p<0,05) entre os grupos,

dentro do mesmo parametro

Cc E
CTL 39,49+0,82 A 27.81+0.68A
LIG 44 26+0.69 B 30.21+1.25B
OBS 40.01x1.32A 27.43+0.73A
OBSLIG 43.30+1.23B 30.49+0.78B

OBS OBSLIG
0,366+0,002C 0,369+0,002C
251,81+61,83B 223,16+23,68B

H L

237.44+7,38 A 97.47+3.53 A
284.95+6.82B 128.70+2.82B
238.17+0.73A 102.07+4.38A
282.27+7.89B 128.67+4.33B

Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas estatisticamente significantes (p<0,05) entre os grupos, dentro

do mesmo parémetro

gengival é pouquissimo estudado. Um estudo?®' analisou
a expressdo de defensinas humanas beta (HBD) como
um mecanismo possivel, através do qual o inato sistema
imunolodgico afeta a suscetibilidade para periodontite
em individuos obesos, entretanto o estudo ndo revelou
diferengas na expressdo de defensinas humanas beta -1
e -2 (HBD-1e HBD-2) entre obesos e participantes com
peso normal. Neste estudo?!, a expressdo de HBD-2 néo
apresentou diferenga estatisticamente significativa entre
os pacientes com periodontite do que individuos
adultos saudaveis. A indugdo dessas respostas nao era
mediada por lipopolissacarideos, que propdem que a
regulacdo da inducdo destes mediadores da imunidade
inata na mucosa oral ¢ controlada por mecanismos mais
complexos do sistema imune inato.

Ainda nos grupos com periodontite induzida,
em nosso estudo, a altura e espessura gengival se
mostraram maiores estatisticamente significativas,
caracterizando desta forma n3o somente alteragdes
histopatoldgicas, mas também um aumento de volume
gengival, tipico na presenca de periodontite,
provavelmente devido a existéncia do biofilme
bacteriano (Tabela 2). Baseado nestes resultados,

podemos afirmar que o modelo deste estudo cumpriu
com os requisitos experimentais de periodontite.

A infecgao periodontal pode promover um efeito
negativo sobre o estado de saude sistémica do
organismo. A periodontite esta associada com doengas
sistémicas, tais como: doenga cardiaca coronaria,
doenca cerebrovascular, diabetes, doenga pulmonar
obstrutiva cronica e a disfuncao endotelial, sendo esta
ultima a ligagdo fisiopatoldgica entre a doenga
periodontal ¢ a disfungdo erétil?>*.

Os resultados do presente estudo ndo
demonstraram agao dos efeitos da obesidade sobre o
tecido gengival dos ratos, entretanto estudos de longo
prazo sdo necessarios para esclarecer os possiveis
mecanismos celulares ¢ moleculares envolvidos nos
efeitos da obesidade sobre a gengiva.

CONCLUSAO

Dentro dos limites do nosso estudo, podemos
concluir que a obesidade induzida pelo glutamato
monossodico ndo alterou as caracteristicas dos tecidos
epitelial e conjuntivo da regido gengival de ratos.
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