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RESUMO

NISHIYAMA, S. A. B. Possiveis impactos da cirurgia bariatrica sobre a saude
periodontal de individuos obesos. Determinagdao do perfil microbiologico e imunolégico.
2013. 92 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

A obesidade ¢ uma doenga cronica multifatorial, caracterizada pelo acimulo de tecido
adiposo no organismo, promovendo uma série de alteracdes metabodlicas que podem impactar
na saude bucal. Embora os mecanismos pelos quais a composi¢cdo corporal possa afetar o
periodonto ndo sao totalmente compreendidos, uma possivel variagdo da microbiota residente
bucal e a participagdo do tecido adiposo na producdo de mediadores envolvidos na
inflamacdo, apontam para semelhangas na fisiopatologia da obesidade e das doengas
periodontais. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a microbiota subgingival pela
técnica de Checkerboard e o perfil de citocinas por imunoensaio com principio sanduiche
baseado na tecnologia fluxometria do fluido gengival e soro em individuos ndo obesos; € em
individuos com obesidade, antes e apds cirurgia bariatrica. Diferengas na microbiota bucal
foram observadas entre ndo obesos € obesos para 19 espécies bacterianas, particularmente E.
corrodens que apresentou diferengas significativas em obesos (7.35 + 5.93), com consequente
redugdo apos a perda de peso (5.41 £ 6.23). As citocinas IL-18, IL-10, IL-13e IL-17
apresentaram diferencas estatisticamente significantes (p < 0,05) quando ndo obesos e obesos
foram comparados, com a IL-1p e IL-17 diminuindo significativamente apds a reducao de
peso (p < 0,05). Das citocinas no soro, a IL-6, TNF-a, e leptina apresentaram concentragdes
mais elevadas nos obesos, com excecdo da adiponectina que apresentou concentragdes
menores nesses individuos. Apds a cirurgia todas as citocinas analisadas no soro apresentaram
queda, sendo estatisticamente significante para IL-6, TNF-a, NGF, leptina, HGF, adipsina, ¢
PAI-1. A adiponectina apresentou comportamento inverso, aumentando gradativamente com
a reducao de peso. Dessa forma, a obesidade ¢ caracterizada nao so6 pelo aumento de peso do
paciente, mas por inumeras alteragdes sistémicas desencadeadas pelo excesso de tecido
adiposo. Embora o impacto seja limitado na cavidade bucal, a obesidade promove alteragdes
na microbiota subgengival quanto na resposta imunoldgica local. Também, o controle
preventivo da obesidade ou mesmo por intervengao cirurgica para 0s casos mais complexos,
pode favorecer a saude bucal, assim como do organismo do individuo.

Palavras-chave: Obesidade. Doenga periodontal. Citocina. Adipocina. Inflamagao.
Periodontopatdgenos.



ABSTRACT

NISHIYAMA, S. A. B. Possible impact of bariatric surgery on periodontal health in
obese subjects. Determination of microbiological and immunological profile. 2013. 92 f.
Thesis (PhD in Microbiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2013.

Obesity is a chronic multifactorial disease characterized by the accumulation of adipose tissue
in the body, promoting a series of metabolic changes impacting the oral health. Although, the
mechanisms by which body composition can affect the periodontium are not fully understood;
since possible alterations of the oral microbiota and adipose tissue on mediators involved in
inflammation, appear to be similar in the obesity pathophysiology and periodontal diseases. In
this study, the subgingival microbiota and the cytokines profile in non-obese and obese
patients in different time after bariatric surgery were evaluated. The subgingival microbiota
was evaluated by using a Checkerboard technique and the cytokines profile by using an
immunoassay based on the flowmetry. Differences were observed in the oral microbiota
between non-obese and obese for 19 bacterial species, particularly E. corrodens that showed
statistically significant differences (7.35 £ 5.93), with a consequent weight loss (5.41 £ 6.23).
Cytokines IL-1pB, IL-10, IL-13 e IL-17 showed statistically significant differences (p < 0.05)
when non-obese and obese patients were compared to IL-1f and IL-17 with significant weight
reduction (p < 0.05). IL-6, TNF-a, and leptin concentrations were higher in obese than non-
obese, except for adiponectin showing low values. After surgery all analyzed cytokines were
decreased with statistically significant values for IL-6, TNF-a, NGF, leptin, HGF, adipsin,
and PAI-1. In addition, adiponectin was gradually increasing with reducing weight. In the
obesity process there is increase in weight, as well as systemic changes triggered by excess of
adipose tissue, although the impact in the oral cavity is limited, but the produced changes in
subgingival microbiota and immune response can be observed. Também, o controle
preventivo da obesidade ou mesmo por intervengao cirurgica para 0s casos mais complexos,
pode favorecer a saude bucal, assim como do organismo do individuo The obesity preventive
control or surgical intervention in complex patients could be promote the oral and body
health.

Keywords: Obesity. Periodontal disease. Periodontopathogens. Inflammation. Cytokine.
Adipokine.
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1 INTRODUCAO

A obesidade ¢ considerada uma doencga cronica, caracterizada pelo acumulo excessivo
de gordura corporal, ocasionando diversas complicacdes metabolicas, sist€émicas e aumento
da morbidade/mortalidade dos individuos acometidos. Na pratica, a obesidade ¢ geralmente
quantificada pelo indice de massa corporal (IMC), determinada pela relagio peso (Kg)/altura®
(metros), sendo classificado em obesidade quando o IMC > 30 kg/m’ e obesidade morbida
quando o IMC > 40 kg/m* (GUILLAUME, 1996; KERN et al., 1995; KOLPEMAN, 2000;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012).

Nos ultimos anos o aumento de individuos obesos, tanto adultos quanto criangas, tem
sido motivo de preocupacgao para as autoridades, sendo atualmente considerado um dos mais
importantes problemas de satde publica em varios paises. No Brasil este quadro também vem
crescendo alarmantemente na populacdo e particularmente entre criancas, levando as
autoridades a implementacdo de programas de combate da obesidade infantil, sendo
principalmente de carater educativo/preventivo nas escolas, incluindo-se o controle da
qualidade de alimentos oferecidos nas merendas ou comercializados nas cantinas. Isto,
também envolve a industria alimenticia, as propagandas e publicidade de alimentos, na Midia,
visando promover uma alimentacao saudavel, ao lado do incentivo as atividades fisicas (REIS
etal., 2011).

E reconhecido que o acimulo de tecido adiposo esta diretamente relacionado ao maior
risco para desenvolver diversas doengas, tais como as cardiovasculares, diabetes tipo 2,
alteragdes gastrointestinais e hepaticas, varios tipos cancer, apneia do sono e complicagdes
ortopédicas, além de problemas psicossociais, comprometendo a qualidade de vida desses
individuos (IRIGARAY et al., 2007; KOPELMAN, 2000; WOLF; COLDITZ, 1996)

Pacientes apresentando obesidade, particularmente, obesidade morbida tendo
comprometimento da saude e histérico de insucesso ao tratamento convencional, sdo
indicadas as cirurgias bariatricas, visando a reducdo do estomago e/ou da capacidade de
absor¢ao de nutrientes, com consequente perda de peso corporal. Dentre as cirurgias
bariatricas a técnica derivacao gastrica em Y de Roux (CAPELLA; CAPELLA, 2002) ¢ a
mais indicada, que visa a redugdo do volume géstrico e diminui a absor¢do de nutrientes no
intestino. Esse processo reduz drasticamente as comorbidades, melhorando também a
qualidade de vida desses individuos (MARTINS-FILHO et al., 2008; SEGAL; FANDINO,
2002; SUGERMAN et al., 1992).
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Estudos tém sugerido alguma associagdo entre a microbiota bucal, resposta
imunologica e os efeitos proprios da obesidade. Relatos da literatura t€ém mostrado elevada
prevaléncia das doencas periodontais em individuos obesos (GENCO et al.,, 2005;
NISHIMURA; MURAYAMA, 2001; SAITO et al., 2001). Sabe-se que a cavidade bucal
apresenta uma complexa comunidade microbiana que ainda nao esta totalmente caracterizada
(STARKE et al., 2006). Entretanto, estima-se que aproximadamente 700 espécies bacterianas
entre elas gram-positivas e gram-negativas, facultativas e anaerdbias estritas, além das
espiroquetas, estdo presentes nos diversos nichos bucais, em nimero bastante variado
(PASTER et al., 2001; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 1994; WILSON et al., 1997).

Socransky et al. (1998) agruparam algumas espécies bacterianas bucais em complexos
microbianos (amarelo, verde, laranja, vermelho, azul, roxo e cinza), tentando classifica-los
segundo a participagdo nos estados de satide e doenga. Esses microrganismos convivem em
equilibrio com o hospedeiro e em situacdes de desequilibrio podem se tornar patdégenos
oportunistas, iniciando alguns processos infecciosos, tais como as doencas periodontais
(SLOTS, 2007), endocardite bacteriana (BERBARI et al., 1997), pneumonia (SAKAMOTO
et al., 2002), osteomielite, abscessos superficiais ¢ profundos (ROUSEE et al., 2002).

As espécies bacterianas envolvidas no desenvolvimento da maioria dos processos que
acometem o periodonto, predominantemente bactérias anaerdbias gram-negativas, estdo
localizadas em biofilmes subgengivais complexos (KATZ et al., 1999). Aproximadamente 30
espécies bacterianas estariam associadas a patogénese das doengas periodontais, sendo as
mais estudadas: Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Fusobacterium
nucleatum, Dialister pneumosintes, Peptostreptococcus micros, Campylobacter rectus,
Eikenella corrodens e Selenomonas sputigena (DOAN et al., 2000; PIOVANO, 1999;
TANNER et al., 2002).

A resposta inflamatoria desencadeada por esses periodontopatogenos desempenha um
importante papel na destrui¢do dos tecidos ao redor dos dentes, promovendo desde um
processo reversivel de inflamacdo gengival (gengivites), at¢ uma maior agressao tecidual,
com destruicdo do ligamento de suporte e reabsor¢ao do osso alveolar (periodontites). As
doencas periodontais sdo processos infecciosos e inflamatorios cronicos, desencadeados pelas
interacdes entre os microrganismos € os componentes da imunidade inata, celular e humoral,
o que tem tornando as doencas periodontais as mais significativas causas de perda de dentes
em adultos, e a mais prevalente patologia dssea em humanos (GARLET et al., 2006; KATZ et
al., 1999).
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Viarios estudos t€ém associado as alteragdes do sistema imunoldgico que ocorrem na
obesidade com o risco elevado de desenvolver doengas periodontais. Além disso, alguns
autores tém avaliado possiveis diferencas na microbiota bucal de obesos € ndo obesos, como
ja observado com relagao a microbiota intestinal (GENCO et al., 2005; GOODSON et al.,
2009). Sabe-se que, na obesidade hd um aumento significativo dos niveis circulantes de
mediadores inflamatodrios, devido a maior atividade dos adipdcitos. Essas células sdo capazes
de secretar moléculas especificas do tecido adiposo que estdo envolvidas no controle
energético metabolico, como a leptina, resistina e adiponectina. Também, produzem citocinas
pro- e anti-inflamatdrias, quimiocinas, fatores do complemento e proteinas da fase aguda da
inflamacao, tais como, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas (IL-1p, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-13 e IL-17), adipsina, inibidor do ativador de plasminogénio (PAI-1), fator de
crescimento neural (NGF), fator de crescimento de hepatocitos (HGF), lipocalina-2/NGAL e
proteina C reativa (PCR), importantes na regulacdo metabdlica e inflamatoria (BASTARD et
al., 2006; BLUHER, 2012; FAROOQI et al., 2002).

Além disso, tem sido observada uma elevada infiltragdo de macréfagos no tecido
adiposo, que se torna cada vez maior quanto mais elevado ¢ o IMC e o tamanho de seus
adipocitos (PALMING et al., 2006). Assim, os macrofagos apresentam fungdes importantes
na imunidade, como células de limpeza, sendo participantes iniciais da imunidade inata e
contribuindo com a imunidade adquirida. Soma-se a isto a capacidade de fagocitar agentes
estranhos, liberar peptideos com atividade antimicrobiana e apresentar antigenos aos
linfocitos, contribuindo também, com a maior libera¢ao de citocinas em individuos obesos,
tais como TNF-a, IL-6 e IL-1f (FANTUZZI, 2005), ocasionando, dessa forma, um grande
impacto na resposta imunoldgica dos individuos obesos, podendo favorecer o
desenvolvimento de processos infecciosos (AMAR et al., 2007).

No periodonto o equilibrio da resposta de defesa ¢ mantido pelos niveis de diferentes
citocinas, sintetizadas pelos de linfocitos T auxiliares (CD4) Tyl e Ty2 (GEMMELL et al.,
2002; MAJORI et al.,, 2000). Alguns fatores podem determinar o grupo de citocinas
predominantes durante a resposta de defesa no tecido periodontal como, por exemplo,
natureza e niveis de antigenos apresentados pelas células apresentadoras de antigenos
(CAAs), hormonios e os tipos de citocinas locais circulantes (CUTLER; JOTWANI, 2006;
FEILI-HARIRI et al., 2005). Na obesidade ocorre uma disfun¢ao da resposta inflamatoria,
devido ao desequilibrio entre as citocinas, pois hd uma maior participacdo dos adipocitos e
dos macrofagos presentes no tecido adiposo que podem influenciar na polarizagdo da resposta

imunologica (GENCO et al., 2005; WEISBERG et al., 2003).
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Vérios métodos tém sido aplicados para avaliar qualitativa e quantitativamente as
alteragdes microbianas e de citocinas durante o desenvolvimento das lesdes periodontais. No
entanto, a maioria das técnicas € laboriosa e de elevado custo, principalmente para a analise
quantitativa, dificultando a caracterizagdo desses dois modelos de resposta nas lesdes
periodontais (ITO et al., 2005). Além disso, estudos visando encontrar alguma relagao entre a
obesidade e as doencas periodontais, ainda sdo escassos, particularmente quando se procura
conhecer os efeitos produzidos pela cirurgia bariatrica sobre a microbiota bucal, periodonto e
sistema imunoldgico. Assim, o monitoramento qualitativo e quantitativo de bactérias bucais,
especialmente, dos periodontopatdgenos e da producao de citocinas em pacientes antes € apds
cirurgias bariatricas permitira uma melhor compreensdo da relacdo entre obesidade e as

doengas periodontais.
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2 ANALISE DA LITERATURA

2.1 Obesidade

A obesidade como doenga cronica multifatorial € caracterizada pelo acumulo de tecido
adiposo no organismo, fruto da associagdao de fatores genéticos e ambientais que determinam
o balango energético positivo, ou seja, com geracdo de calorias superiores ao gasto corporal,
resultando no aumento em numero e tamanho dos adipdcitos e, consequentemente, no ganho
de peso (KOLPEMAN, 2000).

Segundo recomendacdes da Organizagdo Mundial de Satde (OMS), o actimulo
excessivo de gordura pode ser determinado matematicamente pela seguinte formula: IMC = P
(Kg)/A*(m), onde IMC ¢é o indice de massa corporal, P é o peso e A ¢ a altura. Por essa
féormula os individuos podem ainda ser classificados como magros (IMC < 18,5); peso normal
(18,5 > IMC < 24,9); sobrepeso ou grau I (25,0 > IMC < 29,9); obesidade ou grau II (30
>IMC< 39,9); e obesidade moérbida ou grau III (IMC =40) (WHO, 2012). Embora os valores
de IMC sejam indicados pela OMS para definir obesidade, pela sua praticidade e baixo custo,
este indice ndo reflete necessariamente uma elevada porcentagem de massa gorda (tecido
adiposo), pois pode ser influenciado pela massa muscular, relacionada com caracteristicas
genéticas, idade, género e pratica de exercicios dos individuos. As principais alteragdes
observadas na obesidade estdo associadas ao excesso de tecido adiposo, assim métodos mais
precisos, como o de bioimpedancia, que consiste na passagem de uma corrente de baixa
intensidade pelo organismo, permitem uma melhor avaliagao da relagdo massa magra/massa
gorda no organismo (GIBSON et al., 2012).

Nas ultimas décadas a obesidade tem aumentado significativamente, caracterizando-se
como uma epidemia que afeta milhdes de individuos no mundo. Em 2008, cerca de 300
milhdes de mulheres e 200 milhdes de homens ja eram classificados como obesos e esses
valores s6 tém aumentado. Estimativas demonstram que o nimero de obesos dobrou desde
1980 até os ultimos levantamentos oficiais em 2008, atingindo individuos cada vez mais
jovens, especialmente a partir dos 5 anos de idade. No Brasil o quadro ndo ¢ diferente, a
obesidade ja ¢ observada em 12,4% dos homens, 16,9% das mulheres e, aproximadamente,
uma a cada trés criangas, entre 5 a 9 anos apresentam sobrepeso ou obesidade, sem distingao
de classe social. Atualmente, a obesidade ¢ considerada um problema de satde publica, sendo

responsavel pela morte de 2,8 milhdes de pessoas/ano (IBGE, 2010; WHO, 2012).
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Varios fatores de risco tém sido associados a obesidade, como o maior consumo de
calorias na dieta, inatividade fisica com consequente redu¢do de consumo calorico, fatores
genéticos € o desequilibrio do tecido adiposo na produg¢dao de adipocinas, proteinas
responsaveis pelo balanco energético e pelas alteragdes metabolicas e imunolégicas. E
reconhecido que o aumento gradativo de peso acarreta multiplos efeitos ao corpo humano e
implica em uma série de patologias (comorbidades), comprometendo a qualidade de vida e a
longevidade dos individuos afetados. A hipertensao, dislipidemia, Diabetes mellitus tipo 2,
doencas cardiovasculares, sindrome da apneia do sono, doengas tromboembdlicas, alteragdes
na vesicula biliar, desordens musculoesqueléticas, como as osteoartrites, alguns tipos de
cancer (endometrial, pulmdes e colon intestinal) e alergias, estdo entre as comorbidades
associadas ao ganho excessivo de peso (HERSOUG; LINNEBERG, 2007; MALNICK;
KNOBLER, 2006). Algumas evidéncias também sugerem que a obesidade pode elevar o risco
as infecg¢des, incluindo as nosocomiais, poOs-cirurgicas, respiratorias, gastrointestinais,
urogenitais, de pele, ossos e articulagdes, além das bucais como carie e doengas periodontais
(CHIU; DIMARCO; PROKOP, 2013; DAHIYA; KAMAL; GUPTA, 2012; FALAGAS;
KOMPOTI, 2006; LARSSON et al., 1995)

Alteragdoes observadas na imunidade desses individuos, como sintese e liberacdo
exagerada de fatores pro-inflamatodrios, formagdo de trombos, deficiéncia na producao de
leptina e alteragdes na disponibilidade de arginina e glutamina podem explicar essa maior
susceptibilidade as infec¢des. O conhecimento dos fatores associados a susceptibilidade dos
individuos obesos as infecgdes ¢ fundamental para o estabelecimento de condutas especiais no
tratamento desses pacientes em casos de infecgdes bacterianas e virais (BEARDEN;
RODVOLD, 2000; BLANC et al., 2005; ROMERO-GOMEZ et al., 2005).

Medidas preventivas e educativas sao a melhor estratégia para combater a obesidade
e, consequentemente, todas as comorbidades associadas ao excesso de peso. Hoje a obesidade
¢ a segunda causa de morte, atrds apenas do tabagismo, passivel de prevencdo. Orientagdes
sobre a qualidade e a frequéncia da dieta, incentivo e acessibilidade as atividades fisicas sao

medidas simples e eficientes no combate a essa epidemia global (WHO, 2012).
2.2 Tecido adiposo
O tecido adiposo, presente em maiores proporgdes no obeso, se distribui ubiquamente

pelo organismo mostrando grande plasticidade ao longo da vida e ¢ composto por adipocitos,

pré-adipocitos, células endoteliais, fibras nervosas e infiltrado de macrofagos. Inicialmente, o
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tecido adiposo foi considerado apenas um reservatdrio de lipidios e energia, todavia, ja €
reconhecido como um importante 6rgdo endocrino, responsavel por regular mecanismos
autocrinos e paracrinos, como modular a liberacdo de insulina e o balango energético,
promover o isolamento térmico, além de protegao fisica de alguns 6rgaos como, por exemplo,
os rins. O tecido adiposo pode ainda ser dividido em tecido adiposo marrom (TAM) e tecido
adiposo branco (TAB), devido as suas caracteristicas metabodlicas, enddcrinas e
armazenamento de gordura diferenciadas (EL-KADRE; TINOCO, 2013; FANTUZZI, 2005).

O TAM esta envolvido exclusivamente na termogénese, ou seja, ¢ responsavel pela
queima de gordura para produzir calor, especialmente em neonatos, € sua presenga esta
inversamente relacionada ao IMC (MACOTELA et al.,, 2012). O TAB, por sua vez,
representa a maior parte do tecido adiposo, positivamente associado ao aumento de peso, €
capaz de secretar um amplo espectro de peptidios e nao peptidios que permitem uma interagao
entre o tecido adiposo e outros tecidos do organismo, incluindo proteinas associadas ao
metabolismo de triglicerideos, colesterol, prostaglandinas, hormonios esteroides, inibidor do
ativador do plasminogénio 1 (PAI-1), fator de crescimento e transformacdo beta (TGF-B) e
adipocinas (adiponectina, leptina, adipsina e resistina), bem como citocinas (TNF-a, IL-p, IL-
6 ¢ IL-8 entre outras) e quimiocinas (proteina quimioatrativa de monocitos-1/MCP-1) (EL-
KADRE; TINOCO, 2013; HAUNER, 2004).

Na obesidade, o tecido adiposo apresenta mais adipdcitos e o tamanho dessas células ¢
maior, podendo alcancar um diametro de 120 um, enquanto as células de gordura de
individuos ndo obesos t€ém um diametro médio de 70 um. A infiltracdo de macréfagos no
tecido adiposo também ¢ significantemente superior em individuos obesos, pois €
positivamente relacionada ao IMC e ao tamanho dos adipécitos (HAUNER, 2004;
WELLWN; HOTAMISLIGIL, 2003). Os macrofagos sao considerados os principais
produtores de citocinas na obesidade, podendo apresentar dois fenotipos diferentes: M1 e M2,
com o fendtipo M1 secretando citocinas pro-inflamatorias (Tyl), incluindo a IL-1p, IL-6,
TNF-a, enquanto que o fendtipo M2 produzem citocinas anti-inflamatorias (Ty2), incluindo a
IL-4, IL-10 e IL-13, associadas a imunossupressao € ao remodelamento tecidual. Na
obesidade ha um predominio de macrofagos M1, colaborando com o quadro inflamatorio.
Entretanto, com a redugdo de peso ha uma alteracdo do fenotipo dos macrofagos para M2,
promovendo uma producdo mais elevada de citocinas anti-inflamatorias, redu¢do no nimero
de macrofagos infiltrados ¢ melhora do quadro inflamatorio (CANCELLO et al., 2005;
LANGOUCHE, et al., 2011; LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007; ZEYDA; STULNING,
2007).



28

2.3 Fatores de risco associados a obesidade

2.3.1 Fator genético

A obesidade ndo ¢ considerada uma simples desordem de peso, mas um grupo de
condigdes heterogéneas associadas as multiplas causas que interagem e acarretam o excesso
de tecido adiposo no organismo. As caracteristicas genéticas do individuo podem atenuar ou
exacerbar os demais fatores de risco associados a obesidade, mas ndo sdo suficientes para
explicar o desenvolvimento da doenca. Alguns genes tém sido relacionados a maior
susceptibilidade no ganho de peso, incluindo aqueles associados a importantes receptores nos
mecanismos da termogénese ¢ os envolvidos no controle do apetite como receptores de
leptina (FAROOQI; O’'RAHILLY, 2006; KOLPEMAN, 2000).

Embora ndo haja dividas sobre a importancia da genética na determinacao do peso
corporal humano, o aumento significativo no numero de individuos obesos ao longo dos
ultimos anos nao pode ser atribuido unicamente as variacdes genéticas. Infelizmente, a
caracterizagdo genética no processo da obesidade ¢ complexa, devido ao carater poligénico,
determinando a maioria das alteragdes do metabolismo basal e a resposta a dietas mais

caloricas (BAJZER; SEELEY, 2006; HEDEBRAND et al., 2013).

2.3.2 Consumo e gasto calérico

Diversas evidéncias demonstram a capacidade do corpo humano de controlar o
equilibrio entre o consumo e gasto de calorias, a qual esta associada a habilidade do cérebro
em monitorar a quantidade de gordura corporal através de alteragdes dos niveis circulantes de
hormonios como, por exemplo, leptinas e adiponectinas, produzidas pelo proprio tecido
adiposo (BASSI et al., 2012; SCHINZARI et al., 2013). Entretanto, tem se tornado cada mais
frequente observar em individuos desequilibrios no balango energético, devido a ingestao de
alimentos com elevado percentual calorico, como lipidios saturados, actcares e alimentos
refinados associados aos novos habitos de vida, de trabalho e a falta de exercicios fisicos, que
reduziram o gasto energético, resultando no ganho de peso e em alguns casos levando a
obesidade. Alteragdes no consumo e gasto caldrico que excedam a producgdo de calorias ao
menos em 1%, mas que sdo mantidas ao longo de anos, j4 podem ocasionar o aumento do

peso corporal dos individuos (BAJZER; SEELEY, 2006; HILL, 2006).
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Alguns estudos recentes t€ém sugerido que diferengas na microbiota intestinal de
individuos obesos pode estar relacionada ao ganho no balango energético e contribuir, mesmo
que levemente com a obesidade. Acredita-se que dietas mais caldéricas podem promover
alteragdes da microbiota intestinal, pois a ingestdo de calorias em excesso promove a
proliferagao de bactérias do filo Firmicutes, que permitem extracao de nutrientes com maior
eficiéncia. A utilizagdo de probioticos, especialmente Lactobacillus, Enterococcuse
Bifidobacterium, comumente definidos como microrganismos benéficos a mucosa intestinal,
tém sido associados as dietas, na forma de iogurtes ou outros alimentos fermentados. Estudos
recentes, utilizando cepas de Lactobacillus e Bifidobacterium tém demonstrado que esses
microrganismos podem reduzir a adiposidade, peso corporal e ganho de peso, sugerindo-se
que algumas dessas espécies poderiam ser utilizadas no tratamento da obesidade humana sem
alguma comprovagdo definitiva (KOOTTE et al.,, 2012; KOVATCHEVA-DATCHARY;
ARORA, 2013; MEKKES et al., 2013).

2.3.3 Microbiota residente intestinal

Aproximadamente de 10 a 100 trilhdes de microrganismos habitam o intestino de um
humano adulto, os quais desempenham func¢des para a atividade normal intestinal e
manutengdo da satde dos individuos (BACKHED et al., 2005). E reconhecido que a
microbiota residente intestinal desempenha um importante papel no metabolismo e geragao de
energia, e as bactérias que colonizam o intestino sao capazes de sintetizar vitaminas (biotina,
acido folico, tiamina, vitamina B12 e vitamina K), e fermentar carboidratos indigeriveis
(fibras) a partir da dieta. Basicamente, dois filos bacterianos sdo dominantes na composi¢ao
da microbiota intestinal humana, Bacteroidetes e Firmicutes. As espécies que compdem o filo
Bacteroidetes sao gram-negativas, apresentam formato de bacilos ou cocobacilos, anaerdbios,
sacaroliticos, ndo formadores de esporos, imdveis, resistentes a bile e ndo pigmentados. Por
sua vez, o filo Firmicutes ¢ composto na sua maioria por espécies gram-positivas, incluindo o
género Bacillus (aerdbios e facultativos, formadores de esporos), Lactobacillus (facultativos,
nao formadores de esporos), Clostridium (anaerobios obrigatorios, formadores de esporos) e
Mycoplasma (ndo apresentam parede celular) (BAJZER; SEELEY, 2006).

Recentemente, inumeros estudos tém associado a composi¢ao da microbiota intestinal
a obesidade. E reconhecido que individuos obesos apresentam uma menor diversidade de
espécies que colonizam a mucosa intestinal e que apresentam alteragdes metabolicas

decorrentes dessa microbiota diferenciada, pois podem aumentar a capacidade de extrair e



30

armazenar energia a partir da digestdo de alimentos de forma direta ou influenciando a
atividade enzimatica das células intestinais, contribuindo com a obesidade. O equilibrio na
propor¢ao de Bacteroidetes e Firmicutes ¢ importante para a homeostase energética do
organismo, ja que a coexisténcia desses microrganismos no intestino envolve competicao
minima de recursos € no consumo de energia a partir da dieta (MILLION; RAOULT, 2012;
TURNBAUGH, 2006).

O trato intestinal de obesos, por propriedades ainda desconhecidas, favorece a
presenca de Firmicutes que estdo envolvidos na fermentacdo de amido e producao de acidos
graxos de cadeia curta, como o butirato, e apresentar proporgdes significativamente menores
de Bacteroidetes, grupo microbiano que tende a aumentar com a redugdo de peso ou apds a
adogdo de dietas mais restritivas de calorias ou carboidratos (GORDON, 2009; LEY et al.,
2006; TURNBAUGH). Assim, algumas das alteracdes observadas em estudos com cobaias
obesas, que apresentaram nas suas amostras fecais uma maior quantidade de enzimas que
quebram polissacarideos indigestos da dieta, de produtos finais da fermentagdo e menos
calorias, demonstrando uma maior capacidade para produzir e armazenar energia e,
consequentemente, levar ao acumulo de gordura (TURNBAUGH, 2006).

Vérios estudos tém tentando esclarecer a ordem que ocorrem as alteragdes da
microbiota intestinal nos individuos obesos. Para alguns autores, a alteracdo ou
predominancia de alguns virus como Adenovirus humano Ad36 ¢ Ad37, Adenovirus aviario
SMAM-1, virus da doenga de Borna, canine distempervirus, ¢ at¢ mesmo prions (agente do
Scrapie), bem como a ingestdo frequentes de antibidticos e probidticos promoveriam uma
alteragdo da microbiota local ou causariam um processo infeccioso, que poderia induzir o
crescimento do tecido adiposo, processo denominado de “infectobesidade”

(DHURANDHAR, 2011; RAOULT, 2008; VANGIPURAM et al., 2004).

2.4 Inflamacao e obesidade

A inflamacao consiste na ativacdo de uma série de eventos promovidos através da
liberacao de uma grande quantidade de citocinas, quimiocinas e de mediadores inflamatorios,
acarretando em alteracdes no diametro e permeabilidade dos vasos sanguineos € no
recrutamento e extravasamento de células de defesa para o tecido agredido. Trata-se de um
processo biologico complexo de extrema importancia para a manuten¢cdo da homeostase do
organismo frente a uma infeccdo, dano tecidual, neoplasia ou desordens imunoldgicas

(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2012).
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Na obesidade ¢ reconhecido o papel ativo do tecido adiposo influenciando o sistema
de defesa, modulando a resposta inflamatéria, pela liberagdo de uma série de fatores pro e
anti-inflamatdrios pelos adipocitos e macrofagos infiltrados nesse tecido. Assim, € possivel
observar um estado inflamatério com marcantes alteragdes no sistema imunologico, entre as
quais se destacam as atividades oxidativas e fagocitarias elevadas, além de um aumento da
populagdo de leucocitos, particularmente de linfocitos, com excegdo das células natural killer
(NK), linfocitos citoliticos e reguladores, e uma reducdo da atividade celular de linfécitos B e
T (ARORA; SHARMA, 2011; NIEMAN et al., 1999).

Diferencas na microbiota de individuos obesos e ndo obesos podem justificar também
o perfil inflamatorio da obesidade. O aumento da permeabilidade intestinal pode expor mais
os individuos obesos as endotoxinas bacterianas, como o LPS, presente nas espécies gram-
negativas. Essa estrutura liga-se ao receptor tipo foll-like-4 (TLR-4), estimulando a resposta
inflamatoéria e pode desempenhar um importante papel na relagao obesidade/inflamagao, visto
que individuos obesos apresentam niveis mais elevados desses receptores (TLR-2 e TLR-4)
(LIN et al., 2000). Assim, a liberagao de citocinas inflamatorias produzidas pelos adipocitos
e/ou macrofagos infiltrados no tecido adiposo, estimulada pela ligagdo do LPS ao TLR-4,

pode justificar o quadro inflamatorio cronico na obesidade.

2.4.1 Adipocinas

As adipocinas sdo as citocinas produzidas pelos adipocitos e ainda pelos
mondcitos/macrofagos infiltrados nesse tecido. Primariamente, as adipocinas circulantes na
corrente sanguinea sdo responsaveis pela regulagao metabdlica, sensibilidade a insulina e pelo
acumulo de tecido adiposo em obesos, mas podem também modular a resposta inflamatoria,
ja& que podem apresentar funcdes pro e anti-inflamatérias (KEL-KADRE; TINOCO, 2013;
ROSE; KOMNINOU; STEPHENSON, 2004; KWON; PESSIN, 2013). Dentre as adipocinas
podem ser mencionadas a adiponectina, leptina, resistina, adipsina e fator de crescimento de

hepatocitos (HGF).

2.4.1.1 Adiponectina

A adiponectina ¢ um hormonio peptidico, potencial imunossupressor, importante na

regulacao da sensibilidade a insulina, oxidacao de gordura, atividade anti-artrogénica e agao

anti-inflamatdria. Existem receptores para esse hormonio distribuidos amplamente no cérebro,
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que quando ativados podem afetar o apetite ¢ modular o metabolismo. Paradoxalmente,
embora o tecido adiposo seja a fonte mais importante de adiponectina, a liberagdo dessa
adipocina esta relacionada ao estado nutricional do individuo e correlacionada negativamente
com o IMC e a gordura visceral (BASSI et al., 2012; FANTUZZI, 2005).

Os niveis séricos da adiponectina sdo elevados e expressos por pg/mL, representando
cerca de 0,01% do total de proteinas do plasma, e hd uma tendéncia de redu¢do quando o
individuo ganha peso. Essa adipocina apresenta uma acao anti-inflamatodria, provavelmente
resultante da modulagdo do fendtipo inflamatorio dos macréfagos (M1) para o fenotipo anti-
inflamatério (M2), inibindo a sintese de TNF-a e IL-6 e ativando a producdo de IL-10,
correlacionada pela inibi¢do do fator de transcricdo nuclear kappa beta (NF-kB), responsavel
pela transcricdo de muitos genes nas respostas imune inata e adquirida (APPACHI;

KASHYAP, 2013; FANTUZZI, 2005).

2.4.1.2 Leptina

A leptina ¢ um hormodnio peptidico secretado exclusivamente pelos adipdcitos,
liberados e expressos em ng/mL, importante na homeostase de energia e no acimulo de tecido
adiposo. Receptores para esse hormonio estdo presentes no hipotalamo e em inumeros tecidos
do corpo humano, que em associacdo com a leptina sdo responsaveis por promover menor
ingestdo alimentar, aumento no gasto de energia e controle da obesidade (AHIMA; FLIER,
2000; ZHANG et al., 1994). A liberagdao dessa adipocina ¢ influenciada por uma série de
fatores, como os niveis de triglicerideos, metabolitos lipidicos € mecanicos, associados ao
aumento do tamanho dos adipodcitos. Niveis mais elevados sdo observados com o aumento de
peso, sugerindo-se que a obesidade ¢ um estado de resisténcia a leptina, ja que os efeitos
esperados ndo sdo observados; elevando assim os riscos de hipertensdo, danos renais e
cardiovasculares, infertilidade e disfungdes endoteliais (CONSEDINE et al., 1996;
MICHALAKIS; LE ROUX, 2012; SCHINZARI et al., 2013).

Além disso, a leptina pode estimular a diapedese e a infiltracdo de macrofagos no
tecido adiposo (CURAT et al., 2004). E responsavel também por modular a secregdo de
insulina induzida pela glicose e por regular algumas atividades imunoldgicas, visto que ¢
capaz de estimular os neutrofilos, ativar a proliferacdo e inibir a apoptose de linfocitos T,
exercendo influéncia na produgdo de citocinas, especialmente do tipo Tyl (inflamatorias),
regulando a ativacao de monocitos/macrofagos, além das células NK e favorecendo o reparo

tecidual. Todavia, a leptina ¢ responsavel por inibir a proliferagcdo de linfocitos T
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reguladores/supressores (linfocitos Tregs), importante grupo celular responsavel pela
regulacdo e tolerancia da resposta imune (DE ROSA et al., 2007, MATARESE et al., 2005).
Dessa forma, a leptina estd associada ndo apenas ao controle energético, mas esta
intimamente ligada a resposta imunologica e a resisténcia/deficiéncia na producao desse
hormonio que pode aumentar os riscos de morbidades e mortalidade, inclusive elevando a
susceptibilidade as infec¢Oes associadas a Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, colites causadas por Clostridium difficile, entre outros patdgenos
oportunistas (BJZER, SEELEY, 2006; CHOBAN et al., 1995; MANCUSO et al., 2002;
TELES et al., 2012).

2.4.1.3 Resistina

A resistina ¢ uma adipocina relacionada com a resisténcia a insulina, motivo pelo qual
assim foi denominada. A principal fonte de resistina sdo os macrofagos infiltrados no tecido
adiposo. Entre suas atividades incluem a inibicdo da diferenciagdo de pré-adipdcitos em
adipdcitos e o aumento da pressdo sanguinea, devido a proliferagdo das fibras musculares
lisas, exercendo atividade vasoconstritora (REA; DONNELLY, 2004). A circulagdo dessa
adipocina pode aumentar quando os individuos sdo expostos a endotoxina (LPS) ou quando
os niveis de citocinas pré-inflamatérias estao elevados, correlacionando assim a resisténcia a

insulina em casos de sepse ou outros disturbios inflamatorios (LEHRKE et al., 2004).

2.4.1.4 Adipsina

A adipsina foi uma das primeiras proteinas sintetizadas pelos adipdcitos a ser descrita,
embora também seja originada de macrofagos, que apresenta uma circulagdo mais elevada em
individuos obesos, embora ndo esteja claro o papel dessa adipocina na obesidade (COOK et
al., 1987). Trata-se de uma serina protease denominada de Fator D, importante fator de
ativacdo das reacdes em cascata do Sistema Complemento (SC) pela via alternativa.
Deficiéncias de adipsina/Fator D aumenta os riscos para algumas infecgdes, incluindo

infeccdes meningococicas (NAPOLITANO et al., 1994; SPRONG et al., 2006).
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2.4.1.5 Fator de crescimento de hepatocitos (HGF)

O HGF pertence ao grupo das adipocinas e estd implicada no reparo tecidual e
angiogénese. Além de estimular a migragao e proliferacao das células endoteliais, o HGF tem
sido associado a agdo antiapoptotica para inumeras células (MA et al., 2002; VISTOROPSKY
et al., 2008). Niveis mais elevados dessa adipocina observada em individuos obesos estdo
sendo relacionada com vdrias patologias, incluindo artrite reumatoide, sindrome metabdlica,
doencas cardiovasculares, hipertensdo (HIRATSUKA et al., 2005; SUSEN et al., 2005). O
TNF-a liberado em maiores concentragdes em individuos obesos estimula a liberacao de
HGF, e ja foi observado que quando ha reducdo de peso ocorre, consequentemente, uma

reduc¢do na liberagao dessa citocina (BELL et al., 2006).

2.4.2 Citocinas

As citocinas tém sido descritas como uma vasta gama de proteinas de baixo peso
molecular secretadas por diversos tipos celulares pertencentes ou ndo ao sistema de defesa,
capazes de alterar a propria fungdo (efeito autocrino) ou de células adjacentes (efeito
paracrino). Essas proteinas sdo os principais mediadores de comunicacao entre as células do
sistema imunologico, capazes tanto de estimular quanto de inibir os mecanismos de defesa.
Em muitos casos a mesma citocina desempenha multiplas acdes ou apresenta o0 mesmo papel
de outra citocina, caracterizando a redundancia da resposta imunolégica (COPPACK, 2001).
De acordo com o papel individual de cada citocina na imunidade elas foram classificadas em
inflamatérias (IL-1p, IL-2, IL-6, TNF-a, INF-y) e anti-inflamatérias (IL-4, IL-10, IL-17),
apresentando funcdes antagonistas responsaveis por direcionar € modular a resposta de defesa
desencadeada frente a uma agressdo. Inumeros trabalhos tém demonstrado um perfil
diferenciado de citocinas na obesidade, sendo comum observar uma concentragdo mais
elevada para muitas dessas citocinas no soro e no fluido gengival de individuos obesos, o que
pode explicar o quadro de inflamacdao cronica, alteracdes metabodlicas e imunologicas,

observadas nesses individuos (AHIMA; OSEI, 2008; GHANIM et al., 2004).

2.4.2.1 Interleucina 1 beta (IL-1[)

E uma potente citocina inflamatoéria, secretada por diversos tipos celulares incluindo

linfécitos T auxiliares (CD4), neutrofilos, macréfagos, células endoteliais e adipocitos. A
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obesidade apresenta niveis mais elevados dessa citocina, sendo produzida em maiores
quantidades pelos macrofagos infiltrados no tecido adiposo e, em menor quantidade pelos
proprios adipocitos (TACK et al., 2012). Seus efeitos biologicos sao semelhantes ao TNF-a.,
aumentando a diapedese e desempenhando um papel crucial na resisténcia a insulina,
influenciando na patogénese da diabetes (SPRANGER et al., 2003; NOV et al., 2013). Alguns
estudos também sugerem uma acdo anti-adipogénica dessa citocina, inibindo assim a
diferenciagdo de pré-adipocitos em adipdcitos (GAGNON et al., 2013; LACASA et al.,
2007).

2.4.2.2 Interleucina 6 (IL-6)

A IL-6 ¢ considerada uma citocina multipotente, envolvida na regulacao de sistemas
hormonais ¢ do metabolismo. Essa citocina ¢ considerada o maior regulador da resposta
imune, apresentando caracteristicas pro-inflamatorias, fundamentais para manutencdo da
homeostase do organismo frente a uma agressdo, mas devido as suas caracteristicas
pleiotropicas pode apresentar também propiedades anti-inflamatérias (PETERSEN et al.,
2005). Entretanto, a IL-6 também tem sido relacionada com a regulagdo e captagdao de
glucose, indugdo da lipdlise e insulino resisténcia.

No sistema imune atua promovendo a expansdo de linfécitos T, diferenciacao de
linfécitos B e indug¢ao de mediadores agudos da inflamagao pelo figado como, por exemplo, a
proteina C reativa. Alguns trabalhos demontram uma relacao direta entre a IL-6 ¢ o IMC, mas
pesquisas tém demosntrado que atividades fisicas também podem aumentar a liberacdo dessa
proteina que atua de forma protetora, modulando de forma benéfica a concentracao de
glucose, induzindo a lipolise e a prote¢ao do figado. Sendo assim, a liberacdo cronica e
elevada dessa citocina € que acarreta a resisténcia a insulina e os demais danos associados a

essa citocina (EL-KADRE; TINOCO, 2013; HAUNER, 2004).

2.4.2.3 Interleucina 8 (IL-8)

A IL-8 ¢ uma citocina pré-inflamatéria produzida tanto por adipocitos quanto por
outros tipos celulares, positivamente relacionada ao IMC, capaz de ativar a metaloproteinase
MMO tipo IV, envolvida da remodelacao do tecido adiposo, importante para acomodar sua

expansao e, também, pelo recrutamento de células do sistema imune para esse tecido. Tanto a
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IL-8 quanto a MM9 estdo envolvidas na leucocitose e recrutamento das células NK

(FITZGERALD; KREUTZER, 1995; NAIR et al., 2005).

2.4.2.4 Interleucina 10 (IL-10)

IL-10 ¢ a citocina anti-inflamatoria mais importante, desempenhando um papel crucial
na modulagdo da resposta imunoldgica inata quanto adquirida, inibindo a atividade de
macrofagos e linfocitos e a produgdo de citocinas pro-inflamatoérias, incluindo TNF-a, IL-6 e
IL-8. Também ¢ responsavel por promover o desvio isotipico do plasmdcito para sintetizar a
imunoglobulina épsilon (IgE), mais frequente em infecgdes parasitarias e na
hipersensibilidade imediata (BRIERE et al., 1993; KUMADA et al., 2004; MOORE et al.,
2001). Entretanto, o papel pleiotropico dessa citocina na resposta imunoldgica ¢ complexo
devido aos diferentes alvos celulares. Apesar de ser encontrada em niveis mais elevados na
obesidade, acredita-se que o tecido adiposo ndo seja a unica fonte dessa citocina, que pode
atuar em obesos impedindo a lesdo do tecido adiposo ocasionada pela inflamag¢ao em excesso

e previnindo a resisténcia a insulina (LAGOUCHE et al., 2011; MOCELLIN et al., 2003).

2.4.2.5 Interleucina 13 (IL-13)

Trata-se de uma citocina anti-inflamatoria, geralmente produzida frente a infecgdes
parasitarias e nas alergias, produzida principalmente por linfécitos T CD4 Ty2, mas por
outros tipos celulares, incluindo linfocitos citoliticos (CDS8) e células NK. Essa citocina tem
acdo fibrinogénica, estimula a produg¢dao de muco, ¢ assim como, a IL-10 promove o desvio
isotipico do plasmocito para sintetizar a IgE. Na obesidade essa citocina ¢ produzida por

macrofagos M2 (BRIERE et al., 1993; LAGOUCHE et al., 2011).

2.4.2.6 Interleucinal 7 (IL-17)

A IL-17 ¢ uma citocina pro-inflamatdria produzida especialmente pela linhagem de
linfécitos T CD4 Tyl7 e por neutrdfilos, induzindo a sintese e liberagdo de quimiocinas por
macrofagos e células endoteliais (CHEN; O’CHEA, 2008). O aumento dos niveis dessa
citocina esta envolvido com os processos inflamatorios cronicos, doengas dsseas, autoimunes
e cancer, estimulando ou inibindo a carcinogénese (GISLETTE; CHEN, 2010). Sabe-se que

os adipocitos sdo capazes de estimular o baco a produzir uma série de citocinas, mas esse
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efeito ndo ¢ produzido para a IL-17. Na obesidade esta citocina ¢ produzida por macréfagos

de fenotipo M2 presentes no tecido adiposo (AHMED; GAFFEN, 2010).

2.4.2.7 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-o)

O TNF-a ¢ uma da citocina multifuncional envolvida na patogénese de multiplas
doencas como as cardiovasculares, resisténcia a insulina e na fase aguda da inflamacao, além
de exercer influéncia nas principais vias metabolicas do organismo. Trata-se de uma das
citocinas mais sintetizadas pelo tecido adiposo em individuos obesos, responséavel por regular
a expressdao de outros genes protombodticos e associados a inflamagdo no tecido adiposo,
aumentando a producao de PAI-1, MCP-1, TGF-f, leptina, adiponectina e IL-6. Além de
ativar linfécitos T auxiliares (CD4), linhagem Ty2, e assim promover a liberagdo de outras
citocinas como a IL-4 e IL-5 (BRUUN et al, 2003; HAUNER, 2004; HERSOUG;
LINNEBERG, 2007).

Neels et al. (2006) demonstraram que a biossintese de TNF-a pode ser auto-regulada,
pois essa citocina ¢ capaz de ativar o NF-kB, envolvido na expressao dessa citocina em varios
tipos celulares. Assim, a producdo de TNF-a inicia-se modestamente, ¢ gradativamente vai
aumentando devido ao mecanismo autocrino de amplificacdo, contribuindo com os niveis

elevados dessa citocina, observados na obesidade.

2.4.2.8 Fator de crescimento neural (NGF)

O NGF pertence a um grupo de pequenas proteinas denominadas de neurotrofinas que
sdo importantes para o desenvolvimento, sobrevivéncia e regeneragdo dos neurdnios, sua
liberacao estd associada a casos de lesdo de nervos, devido a consequente ativacdo de
macrofagos que liberam IL-18 e TNF-a (CHAO, 2003; GADIENT et al., 1990). Em adigao,
essa neurotrofina ¢ capaz de melhorar o metabolismo da glucose e de lipidios, o controle do
balanco energético e a ingestdo de alimentos. Atualmente, esta sendo considerada uma
adipocina, por ser secretadas pelos adipocitos e sua relacdo direta com a obesidade. A
influéncia que o NGF exerce sobre sistema imunoldgico ja ¢ bem reconhecido, atuando na
sobrevivéncia e diferenciagdo das células de defesa e modulando sintese e a liberacdo de
citocinas (CHALDAKOV et al., 2003; NOCKER; RENZ, 2005). Inumeros trabalhos tém

relatado niveis mais elevados dessa neurotrofina em doencas autoimunes, tais como: artrite
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reumatoide e lupus eritematoso sist€émico, doencas alérgicas, diabetes tipo 1 e asma (BONINI

et al., 1996; DICOU; HUREZ; NERRIERE, 1993; PRICE et al., 2007).

2.4.2.9 Inibidor do ativador de plasminogénio-1 (PAI-1)

O PAI-1 ¢ uma protease, importante no controle natural da trombose por ligar-se e
inibir rapidamente os ativadores de plasminogénio. Além dos hepatdcitos que sdao as
principais fontes de PAI-1, as células endoteliais, os pré-adipocitos e os adipdcitos totalmente
amadurecidos também sdo importantes fontes dessa protease. Sua liberagao estd diretamente
relacionada a valores elevados de IMC, especialmente, com a presenga de gordura abdominal
nos pacientes obesos. Os corticosteroides e os niveis circulantes de TNF-a influenciam a sua
producao pelo tecido adiposo. Portanto, niveis mais elevados de PAI-1 sdo observados em
obesos e podem justificar o quadro inflamatorio, a resisténcia a insulina e as complicagdes
tromboembodlicas frequentemente associadas a obesidade (ALESSI et al., 1998; CRANDALL
et al., 1999).

2.4.2.10 Lipocalina-2 (Lipocalina/NGAL)

A lipocalina-2 também conhecida como lipocalina associada a gelatinase de
neutréfilos (lipocalina/NGAL) tem sido descrita como uma glicoproteina expressa em muitos
tecidos, incluindo rins, figado, pulmdes, timo, intestino delgado, tecido mamario e alguns
leuccitos, tais como neutréfilo e macrofagos. E sintetizada principalmente pelos adipécitos e
pelo figado, apresentando niveis mais elevados na obesidade e em processos infecciosos, €
pode ser um marcador promissor da sindrome metabdlica, associada a inflamagdo. As
concentragcdoes dessa adipocina foram positivamente correlacionadas com a obesidade e
processos infecciosos devido a maior liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, que podem
estimular a liberacao da lipocalina-2 (STEJSKAL et al., 2008).

Rearranjos na anatomia intestinal apos cirurgia bariatrica podem promover alteragdes
na absor¢ao de nutrientes € composi¢ao da microbiota intestinal e, consequentemente, na
exposicao ao LPS bacteriano afetando significativamente a resposta imune inata (MORENO-
NAVARRETE et al., 2010). Cani et al. (2007) demonstraram que uma dieta rica em gorduras
pode aumentar a permeabilidade intestinal e aumentar a exposicdo ao LPS bacteriano ¢ a
maior liberacdo de lipocalina-2 pode ser uma resposta frente a maior circulagao sanguinea

dessa adipocina, antagonizando a agdo do LPS. A lipocalina-2 modula a resposta imunologica
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inata através do sequestro de ferro, impedindo que os microrganismos utilizem o metal
durante o processo infeccioso, promovendo um efeito bacteriostatico. Essa adipocina parece
desempenhar um importante papel na injaria renal, cancer de pulmao, colon e pancreas (FLO

et al., 2008).

2.5 Tratamento da obesidade - Cirurgia bariatrica

A obesidade, como ja dito anteriormente, ¢ uma doenca cronica e complexa, associada
a inameros fatores que podem resultar o ganho excessivo de tecido adiposo no organismo e
comprometer significativamente a qualidade e vida dos individuos afetados, especialmente
aqueles que apresentam valores de IMC mais elevados. Terapias convencionais incluindo
reeducagao alimentar, promog¢ao de atividades fisicas, medicamentos e até mesmo
psicoterapia sdao frequentemente adotadas para promover a redugdo de peso. Entretanto,
quando ocorrem falhas sucessivas das terapias convencionais ndo invasivas, as chamadas
cirurgias bariatricas e metabolicas sao indicadas, visando reverter as complicagdes associadas
a obesidade e promover também a melhora das alteracdes metabolicas desencadeadas pelo
excesso de gordura corporal (SEGAL; FANDINO, 2002; STOSTROM et al., 2004).

Dessa maneira, os procedimentos cirirgicos tornaram-se uma importante opgao de
tratamento, indicadas para os casos onde os riscos associados a obesidade superam os da
propria cirurgia. A indicagdo do tratamento cirtrgico deve ser baseado em uma analise
criteriosa dos maultiplos aspectos clinicos, laboratoriais e psicologicos apresentados pelo
paciente, realizada por uma equipe multidisciplinar, composta por médicos, nutricionistas e
psicologos (FENSKE et al., 2013).

Os critérios estabelecidos para indicacao da cirurgia incluem valores IMC > 40 ou
IMC > 35 associado as comorbidades, que podem ser reduzidas com o controle da obesidade
(SHERMAN, 2013). Varias técnicas cirurgicas foram desenvolvidas nas ultimas décadas,
visando a reducdo de peso, incluindo as que promovem ma absor¢ao, restritivas e as mistas.
Nos procedimentos disabsortivos hd desvio de aproximadamente 2 metros do intestino
delgado, visando a eliminagdo através das fezes de boa parte dos alimentos digeridos,
evitando com isto a absor¢do de nutrientes, vitaminas ¢ minerais, além do acumulo de
calorias. Contudo, essas técnicas foram abandonadas rapidamente devido aos frequentes
efeitos indesejaveis promovidos, como diarreia, alteracdes hepaticas e dores abdominais

(GARRDIDO JR et al., 2008; SEGAL; FANDINO, 2002).
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Assim, as técnicas de reducao do volume do estdmago, chamadas restritivas, passaram
a ser a op¢ao mais utilizada. Normalmente, o estobmago ¢ capaz de reter 1.500 mL de uma
unica refei¢ao, mas ap6s a reducdo da sua capacidade de armazenamento, limita-se de 15 a 30
mL. Nesse caso ndo ha alteragdes de absor¢do, mas apenas do volume do estomago,
resultando na ingestdo de uma menor quantidade de alimentos e, consequentemente,
ocasionando a perda de peso. Entretanto, em muitos casos as falhas associadas a essa técnica
¢ decorrente do consumo de alimentos altamente caloricos ou devido a ingestdo de porgdes
cada vez maiores de alimentos pelos pacientes, promovendo novamente o aumento gradativo
do volume gastrico (SUGERMAN; KELLUM; ENGLE, 1992).

Atualmente, as técnicas mistas derivadas da associacdo de técnicas restritivas e
disabsortivas sdo as mais recomendadas para o tratamento cirargico da obesidade, dentre as
técnicas desenvolvidas a derivagdo gastrica em Y de Roux tornou-se a mais comumente
adotada no Brasil e nos Estados Unidos, pela significativa redu¢ao de peso, que pode chegar a
70% do peso corporal do individuo em um ano, como também pela manuten¢do do peso em
longo prazo, com menor restricao dietética. Nessa técnica a cirurgia bariatrica estd associada a
uma derivagdo gastrojejunal em formato de Y (Figura 1), onde o estdmago fica com
aproximadamente 30 mL e 2 metros do intestino delgado sdo desviados, limitando a ingestao
de alimentos pelo paciente, retardando a mistura desses alimentos com os sucos digestivos
advindos do pancreas e da vesicula biliar, impossibilitando a absor¢do calorica completa
(CAPELLA; CAPELLA, 2002; SHERMAN, 2013; FENSKE et al., 2013).

A redugdo de peso pos-cirurgica traz uma série de beneficios para o paciente,
melhorando sua qualidade de vida. Buchwald et al. (2004) relataram a melhora de 86% dos
casos de diabetes, 83,6% dos casos de apneia, 79,3% dos casos de dislipidemia e em 78,5%
dos casos de hipertensdo apds cirurgia baridtrica. Além disso, ¢ possivel observar uma
melhora do quadro inflamatério com a reducao de peso, com dos niveis circulantes de TNF-
a, fator estimulante de colonias (GM-CSF) e do numero de macréfagos infiltrados no tecido
adiposo, elevando a liberacdo de adiponectina ¢ de IL-10 (APPACHI; KASHYAP, 2013;
CANCELLO et al., 2005). Entretanto, apesar da melhora na saude geral dos individuos
obesos promovida pela cirurgia baridtrica, algumas complicagdes sdao frequentemente
observadas no pos-operatorio como nauseas, vomitos, sindrome de Dumping ocasionada pela
ingestdo de carboidratos (caracterizada por nauseas, vOmitos, rubor, dor epigastrica e
sintomas de hipoglicemia), diarreia, constipagcdo, obstrucdo gastrica, ruptura da linha de
grampeamento e deficiéncia de alguns micronutrientes especificos, tais como: acido folico,

ferro, calcio e as vitamina D, vitamina Bj;, como também pode acarretar prejuizos no
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processo reprodutivo, com reducdao na formagao de foliculos e oocitos, assim como perda
ossea (CHRISTOFOLINI et al., 2013; MEDEIROS et al., 2013; STEFANIDIS et al., 2013;
YU et al., 2013).

Figura 1- Cirurgia bariatrica, técnica de derivagao gastrica em Y de Roux

Fonte: Sherman (2013)

2.6 Doencas periodontais e obesidade

As doencas periodontais (gengivite e periodontites) sdo infecgdes desencadeadas por
complexos bacterianos subgengivais que promovem uma resposta inflamatoéria local.
Enquanto a gengivite ¢ reversivel, facilmente solucionada pela melhor higienizacdo bucal e
adequada remocao do biofilme dental, as periodontites sdo caracterizadas pela progressiva
destruicao do ligamento periodontal e do osso alveolar, eventualmente ocasionado a perda
dental. Essas doengas apresentam uma ampla variabilidade de manifestacdes clinicas e de
severidade, resultado da interagdo entre uma microbiota especifica e a susceptibilidade do
hospedeiro (AMAR; LEEMAN, 2013; GARLET et al., 2006; SOCRANSKY; HAFFAIJEE,
2005).

Embora sejam infecgdes polimicrobianas, promovidas pela interagdo local de
diferentes bactérias, o numero de espécies associadas as doengas periodontais ¢ limitado.
Entre os denominados periodontopatdégenos, incluem-se microrganismos sitios-especificos,
com potenciais fatores de viruléncia associados a aderéncia, presencga de capsula, producado de
proteases, inibicdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro, destruicdo dos tecidos gengivais
e reabsorcao Ossea alveolar, além disso, formam complexos polimicrobianos mais resistentes

a acao de drogas e a resposta imunolégica (ARMITAGE; ROBERTSON, 2009; PASTER et
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al., 2001; VINCENTS et al., 2011). Dentre as espécies que mais se destacam na patogénese
das doengas periodontais podem ser mencionadas P. gingivalis, P. intermedia, A.
actinomycetemcomitans, T. forsythia, T. denticola, F. nucleatum, D. pneumosintes, P. micros,
C. rectus, E. corrodens e S. sputigena, € muitas sao frequentemente encontradas na populagao
com essa doenga assim como em individuos saudaveis (AMAR; LEEMAN, 2013; DOAN et
al., 2000; TANNER et al., 2002).

Dessa forma, as doengas periodontais sdo estabelecidas ndo sé pela presenca desses
periodontopatdogenos, mas também pela susceptibilidade do hospedeiro estabelecida pela
resposta inflamatéria. E reconhecido que nas doengas periodontais ha uma elevada liberagio
de LPS advindo de espécies gram-negativas, que estimulam a maior liberagdo de citocinas
como IL-1pB, IL-6, IL-8 e TNF-0, aumentando a eficiéncia de varios componentes do sistema
de defesa que atuam sobre o periodonto. A IL-1p e o TNF-a, por exemplo, sdo as principais
citocinas envolvidas com a destruicdo do osso alveolar, durante a patogénese das
periodontites (EBERSOLE, 2005; HOLT; PISCHON et al., 2007; MARTIN et al., 1998).

Além do aumento em numero e do estabelecimento de possiveis interagdes entre as
espécies envolvidas na patogénese das doengas periodontais, aumentando a viruléncia desses
microrganismos, varios fatores de risco tém sido associados ao aumento da susceptibilidade a
infeccdo periodontal, como fatores genéticos, género, fumo, consumo de alcool, diabetes,
osteoporose, deficiéncia de calcio e vitamina D, estresse ¢ a obesidade. Esses fatores
contribuem com a patogénese das doencas periodontais por promoverem alteracdes do fluxo
sanguineo no periodonto, na produgdo de saliva ou mesmo interferindo na resposta imune
frente aos microrganismos (DA SILVA et al., 1995; GENCO; BORGNAKKE, 2013; SLOTS;
GENCO, 1984; SUVAN et al., 2011).

A obesidade foi pela primeira vez relacionada a doenga periodontal por Perlstein et al.
(1977), que relatou uma maior reabsor¢ao de osso alveolar em cobaias obesas, mas somente
nos ultimos anos essa relacdo tem sido mais estudada. A associagdo entre o aumento de peso e
as doencas periodontais tem sido relatada em trabalhos que identificaram risco de 2 a 5 vezes
maior de individuos com sobrepeso ou obeso desenvolver periodontite comparado aos
individuos nao obesos (HAFFAJEE; SOCRANSKY, 2009; LAKKIS et al., 2012; MORITA
etal., 2011).

Entretanto, as metodologias utilizadas para estabelecer e explicar essa relagdo sao
variadas. Alguns estudos diferem na forma de avaliar a obesidade ou mesmo o sobrepeso,
usando o IMC, conforme as recomendagdes da OMS (CHAFFEE; WESTON; 2010; DALLA
VECCHIA et al., 2005; KIM; JIN; BAE, 2011), outros utilizando a medida da circunferéncia
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abdominal (KHADER et al., 2009; REEVES et al., 2006), ¢ ha também trabalhos que a
bioimpedancia foi empregada, possibilitando uma melhor avaliagdo da porcentagem de massa
gorda nos individuos examinados (SALEKZAMANI et al., 2011; WOOD et al., 2003).
Muitos desses trabalhos tém observado uma relagdo entre a obesidade e as doengas
periodontais a partir de indices clinicos bucais, como o indice de placa visivel (IPV), indice
de sangramento gengival (ISG), profundidade de sondagem (PS), nivel clinico de inser¢ao
(NCI) e o sangramento na sondagem (SS), outros com a variagdo da microbiota de pacientes
obesos € nao obesos (GENCO et al., 2005; GOODSON et al, 2009; HAFFAJEE;
SOCRANSKY, 2009) e ainda com as variagdes inflamatorias observadas na obesidade
(BLUHER, 2012; ZEIGLER et al., 2012).

Embora os mecanismos pelos quais a composi¢ao corporal possam afetar o periodonto
nao sejam totalmente compreendidos, uma possivel variagao da microbiota residente bucal e a
participagdo do tecido adiposo na produg¢dao mediadores envolvidos na inflamagao, apontam
para semelhancas na fisiopatologia da obesidade e das doengas periodontais (BLUHER, 2012;
MOHAMMAD et al., 2003). Diferencas na composicao da microbiota residente intestinal ja
foram observadas em individuos obesos (LEY, 2005; SALEKZAMANI et al.,, 2011;
ZEIGLER et al., 2012). Na cavidade bucal, todavia, os relatos de alteragdes da microbiota
local ainda sdo escassos e merecem mais atencao. Espécies bacterianas bucais como a P.
gingivalis, S. noxia e T. forsythia tétm sido relacionadas com a obesidade e as doencas
periodontais (AMAR et al., 2007; GOODSON et al., 2009; HAFFAJEE; SOCRANSKY,
2009).

Além disso, a obesidade e as doengas periodontais sao marcadas pelo aumento dos
niveis circulantes de citocinas, quimiocinas ¢ demais mediadores pro-inflamatorios,
determinantes na interagio do tecido adiposo e periodontal com o sistema de defesa. E
reconhecido que na obesidade a resposta imune inata e adquirida sao afetadas, e os efeitos
podem se estender a cavidade bucal. Algumas das citocinas/adipocinas liberadas em maiores
quantidades na obesidade sdo classicamente relacionadas as doengas periodontais, como IL-
1B, IL-6 ¢ o TNF-a, outras tem sido relacionadas mais recentemente, como a resistina,
observada em niveis mais elevados em uma populagdo de mulheres japonesas obesas com
periodontite; o PAI-1 que acarreta uma reducao do fluxo sanguineo periodontal promovendo
o inicio ou a progressao da destruicdo do periodonto; e a IL-8 associada a quimiotaxia de
neutréfilos nos sitios periodontais, observada em maiores propor¢des em sitios em progressao
da doenga em comparacao aos sitios estaveis (AMAR, LEEMAN, 2013; GAMONAL et al.,
2000; SHIMAZAKI et al., 2011; WOQOD et al., 2003). A IL-17, por sua vez também tem sido
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relacionada com doengas Osseas inflamatorias, incluindo as doengas periodontais, por
estimular a secrecao de citocinas, quimiocinas € demais mediadores inflamatérios, associados
geralmente a periodontite cronica. Aparentemente essa citocina exerce efeito sobre o processo
de maturacao dos osteoclastos, participando do processo de reabsor¢ao 6ssea (BEHFARNIA
etal., 2010; SILVA et al., 2012).

Entretanto, sdo complexas as interacdes entre as citocinas/adipocinas liberadas na
obesidade e o periodonto. Algumas delas tém a¢do anti-inflamatoria, caso da IL-10 e da IL-
13, que tem sido associada a satde periodontal, por apresentarem niveis mais elevados em
pacientes sem lesdo periodontal e com propor¢des mais baixas de IL-1. Essa citocina assume
papel protetor do periodonto, regulando a inflamacgdo e inibindo a reabsorcdo Ossea. Na
obesidade ainda, ha uma liberacao reduzida de adiponectina, um potente regulador do inicio e
progressao da periodontite ja que inibe a ativacdo do NF-«xB e o fator nuclear kappa B ligante
(RANKL) na osteoclastogénese pelo LPS de bactérias como, por exemplo, do A.
actinomycetemcomitans (GARLET et al., 2004; FANTUZZI, 2005; JOHNSON; SERIO,
2007; TELES et al., 2010).

Portanto, a relacdo entre a obesidade e as doengas periodontais ainda requerem
maiores esclarecimentos, pois a compreensao dos fatores que ligam essas duas comuns
patologias que tanto afetam a populacdo pode contribuir para a prevengdo e correto

tratamento de ambos os processos.
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3 OBJETIVO

Assim, o presente trabalho visou avaliar a microbiota subgengival e determinar o
perfil de citocinas em individuos ndao obesos; e em individuos com obesidade, antes e apos

cirurgia bariatrica.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Pacientes

Foram selecionados um total de 95 individuos, que apresentavam ou nao doenca
periodontal, sendo divididos em dois grupos de estudo, como se segue:

Grupo I: Constituido por 30 individuos ndo obesos (18,5 < IMC = 24,9); e

Grupo II: Constituido por 65 individuos com obesidade moérbida (IMC = 40) que
receberam indicacdo de cirurgia bariatrica com derivagdo gastrica em Y de Roux. As coletas
das amostras clinicas subgengivais desses pacientes foram realizadas em quatro tempos
diferentes: antes da cirurgia (Ty) e, 2 meses (T;), 6 meses (T2) e 12 meses (T3) apds o

procedimento cirargico (Figura 2).

Figura 2 - Esquema de coleta de amostras clinicas subgengivais em pacientes submetidos a
cirurgia bariatrica em diferentes tempos.

| L1 |
———— |

T, Cirurgia bariatrica T, T, T,

2 meses 6 meses 12 meses

Em todos os pacientes foram coletados os seguintes dados clinicos: peso, altura, IMC,
porcentagem de massa magra/gorda e de agua corporal. Também, foi avaliada a presenga ou
nao de doenga periodontal, através da sondagem periodontal, sendo que sitios gengivais com
< 3 mm de profundidade foram considerados saudaveis, e¢ aqueles > 3 mm foram
considerados doentes, ou seja, com bolsa periodontal (GESSER et al., 2001). Alguns critérios
de exclusao foram considerados na selecao dos pacientes, como diabetes, gravidez, fumantes,
e uso de antimicrobianos nos trés meses anteriores as respectivas coletas.

Os pacientes selecionados foram examinados por uma unica profissional cirurgia-
dentista previamente treinada, como preconizado por Aratjo et al. (2003). Foram avaliados os
parametros clinicos de profundidade de sondagem e nivel clinico de inser¢ao determinando-se
o erro padrao da medida (epm) e o erro médio percentual (emp). Os valores de epm e emp
intra-examinador foram, respectivamente, de 0,29 mm e 7,3% para a profundidade de
sondagem, ¢ de 0,35 mm e 8,8% para o nivel clinico de inser¢ao, sendo valores considerados

aceitaveis para o inicio das coletas.
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Todos os pacientes examinados foram inscritos e triados por especialistas do Hospital
Universitario da Universidade Estadual de Maringa - Parand (UEM) e no Hospital das
Clinicas da Universidade de Sao Paulo — Sao Paulo (USP). Nao houve distingao de género ou
raga entre os individuos selecionados, e todos tinham entre 18 e 65 anos de idade (MS, 2007).
Todos os pacientes foram informados do estudo e apds a concordancia assinaram os Termos
de Livre Consentimento (APENDICE A) aprovados pelos respectivos Comités de Etica do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (n°. 865/CEP) e do Hospital das Clinicas da Universidade de
S3do Paulo (CAPPesq n°. 1030/09).

4.2 Determinaciao do IMC, da massa magra/gorda e porcentagem de agua corporal

As informacdes clinicas gerais dos pacientes foram obtidas e anotadas em fichas de
avaliagio (APENDICE B) na primeira visita ao clinico (To), sendo que essas informagdes
foram complementadas nas coletas T T» e Ts (pacientes do Grupo II). Os pacientes foram
pesados em todas as visitas médicas, visando observar a redugdo do valor de IMC, além do
monitoramento desses pacientes em relacdo a porcentagem das massas magra/gorda, e de
porcentagem de dgua corporal, utilizando-se o método de bioimpedancia elétrica (BIA) com
auxilio de equipamento tetrapolar (Biodynamics® modelo 450, TBW, Sao Paulo, SP, Brasil)
(Figura 3), por onde ¢ transmitida uma tensao de corrente elétrica de baixa intensidade (entre

500 e 800 pA e 50 kHz) conduzida através do corpo, permitindo assim, avaliar esses dados

clinicos (ELLIS et al., 1999).

Figura 3 - Aparelho de Bioimpedancia (Biodynamics® Modelo 450 - TBW)
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4.3 Monitoramento clinico da satde periodontal

As mensuragoes clinicas bucais foram realizadas com a sonda periodontal milimetrada
modelo Carolina do Norte (North Caroline — Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA) em 6 sitios por
dente (mesiovestibular, vestibular, distovestibular, mesiolingual, lingual e distolingual),
excluindo-se os terceiros molares, totalizando no maximo 168 sitios por paciente. Os
seguintes parametros clinicos periodontais foram avaliados e anotados em ficha clinica
especifica (Periograma - APENDICE B):

a) Indice de placa visivel — IPV (AINAMO; BAY, 1975): Presenca ou auséncia de biofilme
dental, apos lavagem e secagem dos dentes. A auséncia de biofilme (escore 0) e a presenca de
biofilme (escore 1);

b) Indice de sangramento gengival — ISG (AINAMO; BAY, 1975): Presenca ou auséncia de
sangramento gengival marginal apos percorrer levemente com a sonda periodontal ao longo
do sulco gengival. A auséncia de sangramento (escore 0) e a presenca de sangramento
(escore 1);

¢) Profundidade de sondagem (mm) — PS: Distancia em milimetros entre a margem gengival
livre e a por¢ao mais apical do sulco/bolsa periodontal;

d) Nivel clinico de inser¢cao (mm) — NCI: Distancia em milimetros entre a jungcdo cemento-
esmalte e a por¢ao mais apical sondavel do sulco/bolsa periodontal; e

e) Sangramento na sondagem — SS: Presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de supuragao

até 20 segundos apos a sondagem.

4.4 Coleta do fluido gengival e soro para analise das citocinas

Inicialmente, o biofilme supragengival foi removido com auxilio de algodao e os sitios
dentais selecionados aleatoriamente para a coleta das amostras foram isolados com roletes de
algodao e ligeiramente secos, evitando a contaminagao por saliva. As amostras de fluido
gengival foram coletadas usando-se tiras de papel filtro (Periopaper®, InterstateDrug
Exchange), introduzidos de 1-2 mm subgengivalmente na regido mesiovestibular de todos os
dentes presentes em dois quadrantes selecionados aleatoriamente. As tiras foram mantidas por
30 segundos no interior da bolsa periodontal ou sulco gengival (Figura 4).

O volume do fluido gengival coletado foi determinado com o aparelho Periotron
8000™ (Oraflow Inc., New York, NY, EUA) (Figura 5) e os valores anotados na ficha de

controle (Apéndice B). As amostras foram imediatamente colocadas em tubos eppendorf
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esterilizados. Apds a coleta, as amostras foram estocadas a -80 °C até as respectivas analises.
Todas as amostras visivelmente contaminadas com sangue foram descartadas.

Os sitios periodontais selecionados para as coletas foram classificados segundo a
profundidade observada: sulco gengival saudavel (< 3 mm), bolsa periodontal (> 3,0 mm)
(GESSER et al., 2001). Os sitios selecionados para a coleta de fluido gengival foram os
mesmos onde foram realizadas as coletas de biofilme subgengival.

Amostras de sangue venoso (10 mL) foram coletadas dos pacientes em todas as visitas
clinicas e centrifugadas para obter o soro necessario para a analise sist€émica de citocinas
também, avaliadas no fluido gengival, e assim como para a calibracdo do aparelho Periotron
8000 utilizado para quantificar, em microlitros, o fluido coletado, seguindo-se o protocolo

descrito por Chapple et al. (1999).

Figura 4 - Tiras de papel filtro (Periopaper®). Coleta das amostras de fluido gengival.

Figura 5 - Aparelho Periotron 8000™ (Oraflow Inc., New York, NY, EUA).
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4.5 Analise microbiologica pela da técnica do Checkerboard DNA-DNA hibridizacao.

As amostras coletadas do biofilme subgengival foram fervidas por 10 minutos, para
extracdo do DNA e em seguida neutralizadas com 800 puL. de acetato de amoénia. Essas
amostras foram depositadas nas canaletas do “Minislot 30” (Immunetics, Cambridge, MA,
EUA) por 10 minutos para que o DNA ficasse aderido a membrana de nylon (15X15 cm e
com carga positiva; Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN, EUA). Duas concentragdes
diferentes (10° e 10° células/mL), isto &, 1 ng e 10 ng de DNA, respectivamente, de cada uma
das 40 diferentes espécies bacterianas (Tabela 1) foram colocadas nas duas ultimas canaletas,
como controles positivos. O DNA foi fixado na membrana (1.200 joules por 2 minutos) em
Stratalinker UV Crosslinker (Stratagene, La Jolla, CA, EUA), e seca a 48 °C por 30 minutos.
Posteriormente, a membrana foi pré-hibridizada a 42 °C por 2 horas em solu¢ido contendo
50% de formamida, 1% de caseina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), 5X de tampao
salina citrato-SSC (1X de SSC = 150 mM de NaCl + 15 mM de citrato de sédio, pH 7,0), 25
mM de fosfato de sodio (pH 6,5) (Na,HPO,) e 0,5 mg/mL de RNA de levedura (Sigma-
Aldrich), e depois, colocada em uma placa de acrilico “Miniblotter 45 (Immunetics,
Cambridge, MA, EUA) com as linhas contendo o DNA fixado perpendicularmente as 45
canaletas desse aparato.

Sondas de DNA diluidas (20 ng/mL) em 130 pL de uma solug¢dao de hibridizagao
composta de 45% de formamida 5X SSC, 20 mM de fosfato de sodio (pH 6,5), 0,2 mg/mL de
RNA de levedura, 10% de sulfato de dextrano e 1% de caseina foram depositadas e
hibridizaram com o DNA aderido a membrana, propiciando “um xadrez” com as linhas de
DNA horizontais, ¢ as sondas verticais. A incubacdo da membrana com as sondas foi
realizada a 42 °C durante a noite. Apds a hibridizagdo as membranas foram lavadas em
tampao fosfato e depois em acido malé€ico, a fim de remover os excessos de sondas nao
hibridizadas; em seguida, as membranas foram expostas a uma solugdo contendo anticorpo
antidigoxigenina conjugado a fosfatase-alcalina 1:15.000 (Boehringer Mannheim). Apos essa
etapa, as membranas foram lavadas e incubadas com uma solugdo reveladora Atto-Phos
(Amersham, Chigago, IL, EUA) a temperatura ambiente durante a noite, € cobertas com papel
aluminio, para a posterior determinagdo da intensidade de fluorescéncia das amostras
positivas no ImageQuant (GE Healthcare, Uppsala, Suécia). Esta parte experimental foi
realizada no Laboratério de Periodontia do Instituto Forsyth (Boston, MA, EUA), sob a
responsabilidade do Dr. Ricardo Palmier Teles. O Fluxograma 1, mostra as etapas realizadas

na técnica de Checkerboard (SOCRANSKY et al., 1994).



51

Fluxograma 1 - Etapas para realizacao da técnica de Checkerboard DNA-DNA hibridizagao.

Amostras coletadas com auxilio de curetas em 150 uL TE pH 7,6
Adicionar 100 pL. de NaOH 0,5 M

Manter no freezer até o momento da analise (- 80°C)

Ferver as amostras e os padrdes por 10 minutos

v
Adicionar 800 pL. de Acetato de amdnia SM

7

Colocar as amostras nas 28 canaletas do Minislots 30 (Figura 6)

7

Fixar o DNA na membrana no UV Stratalinker

7

Secar a membrana na estufa (48 °C por 30 minutos)

v
Pré-hibridizacio (42 °C durante 1 hora)

7

Colocar a membrana no Miniblotter 45 (Figura 7)

7

Colocar as sondas de DNA marcadas com digoxigenina
(20 ng/mL)

v
Hibridizac¢do em buffer de formamida (42 °C, overnight)

Lavagem em solu:io tampao SSC 0,4M
(65 °C por 40 minutos)
v
Anticorpo anti-digoxigenina conjugado
a fosfatase alcalina (1:15.000)
v
Solugdo reveladora AttoPhos, protegido da luz
(overnight)
v

Detecgio por quimioluminescéncia Image Quant (Figura 8)



Figura 6 - Minislots 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA).

Canaletas

Membrana de nylon

Figura 7 - Mini Blotter 45 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA).
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Tabela 1 - Relacdo das cepas de referéncia utilizadas para confec¢ao das sondas de DNA.

Espécies Filo Tolerancia ao O,  Complexos bacterianos
(Socransky et al., 1998)
Actinomyces naeslundii I ATCC 12104 Actinobacteria Anaerobia azul
Streptococcus constellatus ATCC 27823 (M32b) Firmicutes Facultativa laranja
Eubacterium nodatum ATCC 33099 Firmicutes Anaerobia laranja
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 Bacteroidetes Anaerobia vermelho
Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotype a ATCC 43718 Proteobacteria Capnofilica verde
Fusobacterium nucleatum SS vincentii ATCC 49256 Fusobacteria Anaerobia laranja
Campylobacter rectus ATCC 33238 (371) Proteobacteria Microaerdfila laranja
Treponema socranskii ATCC D40DR2 (S1) Spirochaetes Anaerobia outras espécies
Eubacterium saburreum ATCC 33271 Firmicutes Anaerobia outras espécies
Parvimonas micra ATCC 33270 Firmicutes Anaerobia laranja
Veillonella parvula ATCC 10790 Firmicutes Anaerobia roxo
Actinomyces naeslundii II (oris) ATCC 43146 Actinobacteria Anaerobia azul
Streptococcus sanginosus ATCC 33397 Firmicutes Facultativa outras espécies
Streptococcus sanguis ATCC 10556 Firmicutes Facultativa amarelo
Actinomyces gerencseriae ATCC 23860 Actinobacteria Anaerobia azul
Streptococcus oralis ATCC 35037 Firmicutes Facultativa amarelo
Capnocytophaga ochracea ATCC 33485 (25) Bacteroidetes Capnofilica verde
Actinomyces israelii ATCC 12102 Actinobacteria Anaerobia azul
Streptococcus intermedius ATCC 27335 Firmicutes Facultativa amarelo
Treponema denticola ATCC B1 Spirochaetes Anaerobia vermelho
Prevotella nigrescens ATCC 33563 Bacteroidetes Anaerobia laranja
Actinomyces odontolyticus ATCC 17929 Actinobacteria Anaerobia roxo
Fusobacterium nucleatum ss polymorphum ATCC 10953 Fusobacteria Anaerobia laranja
Campylobacter showae ATCC 51146 Proteobacteria Capnofilica laranja
Fusobacterium periodonticum ATCC 33693 Fusobacteria Anaerobia laranja
Neisseria mucosa ATCC 19696 Proteobacteria Aerobia outras espécies
Fusobacterium nucleatum SS nucleatum ATCC 25586 Fusobacteria Anaerobia laranja
Capnocytophaga gingivalis ATCC 33624 (27) Bacteroidetes Capnofilica verde
Streptococcus gordonii ATCC 10558 Firmicutes Facultativa amarelo
Tannerella forsythia ATCC 43037 (338) Bacteroidetes Anaerobia vermelho
Selenomonas noxia ATCC 43541 Firmicutes Anaerobia outras espécies
Propionibacterium acnes [ & Il ATCC 11827 & 11828 Actinobacteria Anaerobia outras espécies
Prevotella melaninogenica ATCC 25845 Bacteroidetes Anaerobia outras espécies
Streptococcus mitis ATCC 49456 Firmicutes Facultativa amarelo
Eikenella corrodens ATCC 23834 Proteobacteria Facultativa verde
Gemella morbillorum ATCC 27824 Firmicutes Anaerobia outras espécies
Capnocytophaga sputigena ATCC 33612 (4) Bacteroidetes Capnofilica verde
Leptotrichia buccalis ATCC 14201 Fusobacteria Anaerobia outras espécies
Campylobacter gracilis ATCC 33236 (1084) Proteobacteria Capnofilica laranja
Prevotella intermedia ATCC 25611 Bacteroidetes Anaerobia laranja
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4.6 Determinacio qualitativa e quantitativa das citocinas

Os niveis de citocinas foram determinados pelo método imunoensaio com principio
sanduiche baseado na tecnologia fluxometria Luminex® xMAP para deteccao de multiplos
analitos. Os experimentos foram realizados em placas de 96 pogos. Inicialmente, os pogos
foram umedecidos/lavados com solucao tampao, e posteriormente, aspirados e secos. As
amostras dos pacientes foram adicionadas nos pogos da placa, além dos respectivos padroes e
controles em duplicata. Na sequéncia foram adicionadas microesferas magnéticas nos 96
pocos da placa, seladas, protegidas da luminosidade e incubadas por toda uma noite a
temperatura de 2-4 °C.

Em seguida, a placa foi lavada, e anticorpos monoclonais especificos para cada
citocina foram adicionados em todos os pogos e incubados por 1 hora a temperatura ambiente,
sob agitacdo, protegidos da luz. Os anticorpos secundarios conjugado de estreptavidina+R-
ficoeritrina foram adicionados e incubados por mais 30 minutos a temperatura ambiente.
ApoOs esta incubagdo, os pogos foram novamente lavados e ressuspensos com Sheath Fluid,
sob agitacdo continua durante 5 minutos. As esferas (minimo de 60 por citocina) foram
analisadas no equipamento Luminex 100 (MiraiBio, Alameda, CA), que captura
simultaneamente propriedades espectrais das microesferas e a intensidade da fluorescéncia
emitida pela associacao com a R-ficoeritrina. Os dados foram analisados através do programa
X-Ponent 3.0, e convertidos em concentragcdes usando uma curva padrao (MiraiBio, Alameda,
CA). A presenga das seguintes citocinas IL-18, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17 ¢ TNF-a, foi
verificada nas amostras de fluido gengival e de soro. Na analise dos soros, as adipocinas IL-8,
fator de crescimento neural (NGF), inibidor do ativador de plasminogénio-1 (PAI-1), fator de
crescimento de hepatocitos (HGF), leptina, adiponectina, lipocalina-2, resistina e adipsina

foram também determinadas (Fluxograma 2).

4.8 Analise estatistica

A média das medidas clinicas de profundidade de sondagem e de nivel clinico de
insercdo, assim como, a média da porcentagem de sitios apresentando indice de biofilme
visivel, sangramento a sondagem e supuragdo, foram computadas para cada individuo e,
posteriormente, para cada grupo; além das diferengas de IMC e porcentagens de massa magra,
massa gorda e agua corporal. O teste Mann-Whitney foi utilizado para analisar as diferengas

entre ndo obesos e obesos, mas para a analise dos diferentes tempos do Grupo II foi
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empregando o teste de Friedman, ajustando para multiplas comparagdes com o teste de
Bonferroni. A significincia estatistica foi estabelecida em 5% (p < 0,05). Os dados clinicos de
gengivite e periodontite (presenga de bolsas > 3mm) foram analisados através Coeficiente de

correlagdo de Person.

Fluxograma 2 - Etapas realizadas na técnica de fluxometria Luminex® xMAP.

&ﬁ Amostras coletadas com periopaper em tubos eppendorf

Manter no freezer até o momento da anélise (- 80 °C)

Adicionar 60 pL de Assay Buffer na amostras

v

Adicionar 200 pL. de Wash Buffer nos 96 pocos da placa
v

Preparar os controle e os padrdes
v

Remover o Wash Buffer
v

Adicionar 50 pL de cada amostra nos pogos
v

Adicionar 25 pL de cada padrio, controles e branco
v

Adicionar 25 pL de Assay Buffer nos padrdes, controles e branco
v

Colocar 25 puL. das microesferas magnéticas
v

Selar a placa e proteger da luminosidade (4 °C, overnight)
v

Lavar a placa com 200 uL. de Wash Buffer
v

Adicionar 25 pL anticorpos (1 hora, temperatura ambiente)
v

Adicionar 25 pL Streptavidina-R-ficoeritrina (30 minutos, temperatura ambiente)
v

Lavar a placa com 200 uL. de Wash Buffer
v

Adicionar 15 pL de SheathFluid
v

Leitura da placa Luminex®100 com auxilio do software X-Ponent 3.0.
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5 RESULTADOS

Neste estudo foram examinados 30 pacientes nao obesos e 65 obesos e deles, somente
24 nao obesos e 31 obesos foram incluidos neste estudo, obtendo-se os respectivos dados
clinicos, microbiologicos e imunolégicos. Todos os pacientes do grupo II (obesos) foram
incluidos na andlise dos dados, e participaram obrigatoriamente da primeira (antes da
cirurgia) e da ultima visita (12 meses apds a cirurgia).

Na Tabela 2 ¢ possivel observar os valores médios obtidos para idade, género, IMC,
massa gorda, massa magra, porcentagem de agua, indice de placa visivel (IPV), indice de
sangramento gengival (ISG), sangramento a sondagem (SS), profundidade de sondagem (PS)
e nivel clinico de inser¢do (NCI), além dos dados coletados sobre casos de diabetes,
hipertensdo e dislipidemia para os pacientes ndo obesos € obesos. O grupo de individuos
obesos apresentou média de idade seis anos superior ao grupo de nao obesos, entretanto, a
diferenca nao foi estatisticamente significante. A porcentagem de homens em relagdo as
mulheres foi menor tanto no grupo I (37,5%) quanto no grupo II (19,3%), mas essa diferenca
ndo exerceu influéncia nos resultados obtidos. Os dois grupos apresentaram uma diferenca
significativa no IMC, na porcentagem de massa gorda, massa magra e¢ agua (p < 0,0001), ja
esperadas, pois o IMC foi o critério fundamental para a classificagdo dos individuos nos seus
respectivos grupos. Em relagdo aos dados clinicos bucais € possivel observar uma diferenca
significativa apenas no sangramento a sondagem (p = 0,005), o que pode estar associado ao
fato que nao foram observadas diferencas no indice de biofilme visivel entre os dois grupos, €
que a resposta inflamatéria dos pacientes obesos ¢ mais acentuada que em nao obesos.

Em relagdo as comorbidades da obesidade foi possivel observar que a porcentagem de
individuos diabéticos (p = 0,0237) e hipertensos (p = 0,0000) foi maior e estatisticamente
significante em obesos e, embora a porcentagem de individuos com dislipidemia também
tenha se apresentado mais elevada, essa diferenga nao foi estatisticamente significativa (p =

0,4200).
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Tabela 2 - Caracteristicas clinicas periodontais e de IMC dos pacientes examinados no Grupo
I (18,5 < IMC = 24,9) e no Grupo II (IMC = 40).

Nao obesos (n=24)

Obesos(n=31)

p
Caracteristicas Média + SD Média + SD
Idade (anos) 344 +12,3 40,0 +10,9 0,0337
% Homens 37,5 19,3 0,1376
% Diabetes 00,0 19,3 0,0237*
% Hipertensdo 472 58,1 0,0000%**
% Dislipidemia 16,7 25,8 0,4200
IMC 23,0+2,1 44,8 +7,6 0,0000%**
Bioimpedancia
Massa gorda 18,1 £3,1 50,6 £ 16,1 0,0000%**
Massa magra 455+8,2 71,4+134 0,0000%**
H,O 33,5+ 6,4 53,2+12,6 0,0000%**
Média de sitios
PV 36,6 + 36,5 45,5 +30,0 0,1882
ISG 1,3+£24 11,0 £26,7 0,1994
SS 6,6 + 8,0 19,9 £26,5 0,0050*
PS 1,7+£0,3 1,8+04 0,1393
NCI 1,3+£0,7 1,4+04 0,1262

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 usando o Teste Mann Whitney e ajustando para multiplas comparagdes com Bonferroni.
IMC — indice de massa corporal; IPV — indice de placa visivel; ISG — indice de sangramento gengival; SS — sangramento a
sondagem; PS — profundidade de sondagem; NCI — nivel clinico de insergao.

Ao analisarmos os dados dos 31 pacientes obesos nos diferentes tempos de coleta (T,

Ty, T, e T3) foi possivel detectar uma redugao estatisticamente significante para os valores de

IMC e de bioimpedancia (p = 0,0000), todavia, um aumento crescente e estatisticamente

significante foi observado para o indice de placa visivel (p = 0,0000), mas sem apresentar

diferencas significativas nos indices clinicos de ISG e SS, que sdo indicadores de inflamagao

(Tabela 3).
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Tabela 3 - Caracteristicas clinicas periodontais ¢ de IMC dos pacientes examinados no Grupo
IT (obesos) em diferentes momentos (To, T1, Tz e Ts).

Tempos de coleta - Média £+ SD (n=31)

Caracteristicas clinicas Ty T, T, Ts p

IMC 448 +7,6 38,2 +6,4 343+7.2 31,5+6,9 0,0000%**

Bioimpedancia
Massa gorda 50,6 + 16,1 37.4+10,4 31,5+ 10,6 28,7+10,6 0,0000%**
Massa magra 71,4+ 13,4 65,2+11,7 596+11,4 55,8+11,3 0,0000%**
Agua corporal 532+12,6 49,6 11,6 44,6 +10,7 40,9 +9,3 0,0000%**

Média de sitios

PV 455+30,0  62,6+296 66,8 +27,1 65,7+312 0,0000%**
ISG 11,0£26,7  153+32,5 10,2 £ 25,1 6,4+20,9 0,6610
SS 1994265  19,4+282 15,6 £ 24,5 13,8 £20,9 0,3419
PS 1,8+0,4 1,704 1,704 1,8+03 0,0572
NCI 14404 14+04 13£0,3 1,4+04 0,7810

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 usando o Teste de Friedman, ajustando para multiplas compara¢des com Bonferroni.
To- antes; Ty, T, e T5: 2, 6 e 12 meses pos-cirurgia baridtrica. IMC — indice de massa corporal; IPV — indice de placa visivel;
ISG — indice de sangramento gengival; SS — sangramento a sondagem; PS — profundidade de sondagem; NCI — niveis
clinicos de insergao.

Nao foi encontrada diferenga estatisticamente significante (p = 0,385) na deteccdo de
inflamacdo gengival entre ndo obesos e obesos, que apresentaram 45,83% e 48,39% dos
pacientes com gengivite, respectivamente. Entretanto, quando esses pacientes foram
classificados conforme a profundidade de sondagem o grupo de obesos apresentou uma maior
proporcao de sitios com valores > 3mm comparados ao grupo de ndo obesos, com diferenca

estatisticamente significativa (p = 0,0002).
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Grafico 1 - Porcentagem de sitios com profundidade de sondagem < 3mm e > 3mm em
pacientes ndo obesos e obesos.
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Embora tenha sido observada uma tendéncia de reducdo da gengivite ao longo do
tempo (rP=-0,7476), essa tendéncia nao foi significativa (p=0,2523), como mostra o grafico
abaixo (Grafico 2). Para os casos bolsas com profundidade de sondagem > 3mm houve
correlagdo inversa, muito forte e significativa (rP=-0,9662, p=0,0337) entre o tempo e a
propor¢ao de periodontite. Isso indica que houve decréscimo da propor¢ao de periodontite ao

longo do tempo.

Grafico 2 - Porcentagem de gengivite em pacientes obesos examinados em diferentes tempos
(To, Tl, T2 c T3).
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Grafico 3 - Porcentagem de bolsas com profundidade de sondagem > 3mm em pacientes
obesos examinados em diferentes tempos (To, T1, T2 e Ts).

g
g
T 100 R*=0,9281
3
2 80
£
o 60+
U)
g .\\\4
'S 404
<
=%
]
=
it 204
®
=
g- I ] I ]
3 A0 AN AV A
A
Tempo

Correlagao de Person

Os pacientes obesos apresentaram elevadas proporcdes e valores estatisticamente
significantes para 19 espécies bacterianas: A. gerencseriae, A. israelli, A. naeslundii, A. oris,
V. parvula, C. sputigena, E. corrodens, C. gracilis, F. nucleatum SS nucleatum, F. nucleatum
SS polymorphum, F. nucleatum SS vincentii, F. periodonticum, P. intermedia, T. forsythia, T.
denticola, E. saburreum, G. morbillorum, N. mucosa e P. melaninogenica das, das 40

espécies analisadas em comparagao ao grupo de individuos nao obesos (Tabela 4).



61

Tabela 4 - Anélise microbioldgica das amostras subgengivais de pacientes ndo obesos e
obesos por Checkerboard (hibridizacaio DNA-DNA).

Nao obesos (n=24)

Obesos (n=31)

Espécies Média = SD Média = SD p

A. gerencseriae 1.90+1.10 2.63+1.41 0,0325%
A. israelli 1.51 +£0.88 2.33+0.99 0,0040%*
A. naeslundii 241 +1.55 299+1.16 0,0400*
A. oris 249 +1.61 3.30+1.38 0,0192*
A. odontolyticus 0.77 £0.47 1.01 £0.49 0,0804
V. parvula 1.18+1.52 2.30+2.13 0,0120%*
S. gordonii 0.49+0.41 0.60 = 0.53 0,4251

S. intermedius 0.55+0.38 0.67 £0.59 0,7471

S. mitis 0.59 +0.38 0.79 £ 0.53 0,1444

S. oralis 0.65 +0.48 0.81+0.57 0,2282
S. sanguinis 1.42+1.12 1.36 £0.91 0,9391
A. actinomycetemcomitans 0.30+0.18 0.62 = 0.62 0,0573
C. gingivalis 1.54+1.34 2.08+1.82 0,2348
C. ochracea 1.96 +1.42 2.64+2.10 0,2485
C. sputigena 1.59+1.22 395+342 0,0030%*
E. corrodens 4.00+3.11 7.35+593 0,0400*
C. gracilis 0.40+0.41 1.02 +0.86 0,0019%*
C. rectus 0.82+0.93 0.76 £ 0.65 0,8056
C. showae 1.48 +1.88 1.78+1.23 0,0997
E. nodatum 0.49+1.19 040+ 041 0,2773
F. nucleatum SS nucleatum 1.22+1.27 2.16+£2.04 0,0139*
F. nucleatum SS polymorphum 0.99 +1.04 2.06+1.84 0,0145%*
F. nucleatum SS svincentii 1.32+1.48 2.32+245 0,0420*
F. periodonticum 1.00 £ 0.98 1.57+1.34 0,0461%*
P. micra 0.56 £0.62 0.90 +1.35 0,3085
P. intermedia 0.65+1.31 1.42+£2.01 0,0126*
P. nigrescens 0.96 = 1.38 1.69 +1.94 0,0694
S. constellatus 0.43 +0.28 0.61 £0.44 0,2348
T. forsythia 0.58 +£1.27 0.96 +1.03 0,0066**
P. gingivalis 2.95+221 3.77 £ 3.99 0,6468

T. denticola 0.61 £0.96 1.01 £ 1.41 0,0279*
E. saburreum 0.59 +0.36 1.15+1.06 0,0353*
G. morbillorum 048 £0.42 1.00 = 0.69 0,0025%**
L. bucallis 0.78 £0.57 1.12+0.95 0,2663
N. mucosa 3.03+2.03 543 +4.44 0,0251*
P. acnes 0.22+0.15 0.34+0.30 0,1245
P. melaninogenica 0.71 £1.23 1.24 +£1.39 0,0090%**
S. anginosus 0.29+0.20 0.35+0.26 0,6838

S. noxia 1.52+1.06 2.16+2.10 0,4251

T. socranskii 0.60 + 0.49 0.49+0.43 0,3419
Total DNA 45.89+£29.47 70.84 £42.77 0,0298*

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 usando o Teste Mann Whitney.



62

As espécies que apresentaram um resultado estatisticamente significante foram A.
gerencseriae (p = 0,0094), A. israelli (p = 0,0074) e A. naeslundii (p = 0,0225) que fazem
parte do complexo azul; V. parvula (p = 0,0101) do complexo roxo; e somente S. intermedius
(p = 0,0436) do complexo amarelo. As espécies do complexo verde C. ochracea (p = 0,0027)
e E. corrodens (p = 0,0391); e do complexo laranja C. gracilis (p = 0,0445), C. showae (p =
0,0088) e E. nodatum (p = 0,0135) também apresentaram resultados estatisticamente
significativos (Tabela 5).

Espécies bacterianas importantes na patogénese da doenca periodontal que compdem
o complexo vermelho, tais como: P. gingivalis (p = 0,001), T. denticola (p = 0,0058), bem
como P. melaninogenica (p = 0,0115), S. noxia (p = 0,0002), T. socranskii (p = 0,0001) do
complexo cinza também tiveram resultados estatisticamente significantes. Em pacientes
obesos 0 numero bacteriano aumentou significativamente dois meses apOs a cirurgia, mas
durante os 12 meses seguintes o ato cirtrgico esse numero caiu drasticamente (Grafico 4),
mostrando valores estatisticamente significativos (p < 0,05) para as espécies C. ochracea ¢ E.
corrodens, todavia, as espécies V. parvula, E. nodatum, P. gingivalis, T. denticola ¢ T.

socranskii aumentaram com a perda de peso (Tabela 5).

Grafico 4 - Valores médios das 40 espécies bacterianas subgengivais detectadas em
pacientes ndo obesos e obesos durante 12 meses apds a cirurgia bariatrica.
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Tabela 5 - Determinagdo bacteriana por Checkerboard em amostras subgengivais de

pacientes obesos € nao obesos durante 12 meses.

Nao obesos (n = 24)

Obesos (n=31)

Média = SD Tempos de coleta (Média = SD)
Espécies bacterianas Ty T T, T; p
A. gerencseriae 1.90 +1.10 2.63 +1.41 3.03+£1.66 226+0.96 237+124  0,0094**
A. israelli 1.51+0.88 2.33+0.99 2.79+1.46 2.13+1.07 2.19+1.13 0,0074%**
A. naeslundii 2.41+1.55 299+ 1.16 397+1.79 3.10+1.77 3.02+1.51 0,0225*
A. oris 249+1.61 3.30+1.38 4.07+2.17 3.50+2.13 3.26+1.97 0,3130
A. odontolyticus 0.77 £0.47 1.01+0.49 1.23£0.66  0.98=+0.41 1.02+0.56  0,1114
V. parvula 118+1.52  230£2.13  3.63+£3.11 298+£230 3.07+271 0,0101*
S. gordonii 0.49+0.41 0.60 = 0.53 0.74 £ 0.94 0.74 £0.97 0.79 £0.91 0,9743
S. intermedius 0.55+0.38 0.67 +0.59 0.86 +0.61 0.63 +=0.47 0.72+0.54 0,0436*
S. mitis 0.59+0.38 0.79 £ 0.53 0.92 +0.68 0.76 £ 0.60 0.81 £0.70 0,4652
S. oralis 0.65+0.48 0.81 =0.57 1.09 +£0.84 0.98 £0.88 1.15+1.09 0,0577
S. sanguinis 1.42+1.12 1.36 £0.91 146 £1.13 1.23 £0.83 1.32 +0.96 0,7230
A. actinomycetemcomitans 0.30+£0.18 0.62 £ 0.62 0.72+0.68 0.57+0.39 0.62+0.52 05128
C. gingivalis 1.54+1.34 2.08 +1.82 1.95+1.58 1.53+1.01 1.49+139  0,1406
C. ochracea 1.96 £ 1.42 2.64+2.10 3.18+2.25 220+1.42 226+ 1.64 0,0027**
C. sputigena 1.59+1.22 395+£3.42 4.53+440 3.13+£3.75 3.18 £4.28 0,0840
E. corrodens 4.00+3.11 7.35+5.93 749+807 540+5.10 541+623  0,0391*
C. gracilis 0.40+0.41 1.02 £ 0.86 1.26 £1.47 0.75+0.53 0.79 £ 0.64 0,0445%*
C. rectus 0.82 +0.93 0.76 = 0.65 0.84 +£0.67 0.70 £0.49 0.74+£0.75 0,3260
C. showae 1.48+1.88 1.78 £ 1.23 2.24+1.61 1.64 £1.38 1.77£1.63 0,0088%**
E. nodatum 0.49+1.19 0.40+0.41 0.56 = 0.59 0.51+£0.53 0.62+£0.65 0,0135%*
F. nucleatum SS nucleatum 1.22+1.27 2.16 £2.04 2394+£227  200£2.17 2.02+2.17  0,2306
F. nucleatum SS polymorphum 0.99 £ 1.04 2.06 £ 1.84 220+£2.12  1.95+338 2.05+341  0,0925
F. nucleatum SS vincentii 1.32+1.48 2324245 2514234  211+£222 227+245 0,511
F. periodonticum 1.00 +0.98 1.57 +1.34 1.61+1.42 144+2.00 1.51+2.08 0,1261
P. micra 0.56 = 0.62 0.90 = 1.35 0.83+0.78 0.57+0.54 0.75+0.80 0,0711
P. intermedia 0.65+1.31 1.42+2.01 1.68 +£2.55 1.15+1.09 1.26 £ 1.58 0,3525
P. nigrescens 0.96 + 1.38 1.69 +1.94 2224240 1.68+1.78 1.74+221  0,1971
S. constellatus 0.43+0.28 0.61 +£0.44 0.75+0.48 0.58 +£0.34 0.63+0.44 0,1326
T. forsythia 0.58 £1.27 0.96 + 1.03 1.22+134  1.01+1.59 1.07+154 0,1622
P. gingivalis 2951221 3774399  486+537 475+467 508+511  0,0100%
T. denticola 0.61 =0.96 1.01 £1.41 1.43+£1.53 1.29£1.92 1.50+2.19 0,0058%**
E. saburreum 0.59+0.36 1.15+1.06 1.60+128 1.08+0.70 1.10+0.64  0,0567
G. morbillorum 0.48 £0.42 1.00 = 0.69 1.12+0.97 0.78 £0.59 0.82+0.73 0,1222
L. bucallis 0.78 £0.57 1.12+0.95 1.56 £1.77 0.95+0.71 0.92+0.84 0,2996
N. mucosa 3.03£2.03 5.43+4.44 5.55+6.00 423 +3.86 4.69 +4.61 0,3078
P. acnes 0.22+0.15 0.34+0.30 0.39+0.26 0.30+0.17 0.33+0.24 0,3608
P. melaninogenica 0.71+£1.23 1.24£1.39 1.89+£222 128110 1.22+1.28 0,0115*
S. anginosus 0.29+0.20 0.35+0.26 0.42+0.33 0.37+£0.26 0.38 £0.35 0,7449
S. noxia 1.52 £ 1.06 2.16+2.10 3.07+2.12 2.09+1.25 2.27+1.34 0,0002%*
T. socranskii 0.60 = 0.49 0.49+0.43 0.78 £0.70 0.60 = 0.46 0.73+£0.49 0,000 ***
0,0722
Total DNA 45.89+29.47 70.84+42.77 84.54+61.30 65.75+42.09 68.62+52.10

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 usando o Teste de Friedman, ajustando para multiplas comparagdes com Bonferroni. Ty-
antes; T (2 meses), T, (6 meses) e T3 (12 meses) pds-cirurgia bariatrica.

As amostras de fluido gengival coletadas foram submetidas ao método de imunoensaio

com principio sanduiche baseado na tecnologia de fluxometria por Luminex® xMAP para
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deteccdo de mualtiplos analitos, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17 ¢ TNF-a. Das citocinas
analisadas, todas apresentaram uma concentracdo superior no fluido gengival dos pacientes
obesos em comparagdo ao grupo de nao obesos, sendo que a concentragao de quatro delas, IL-
I (p = 0,0073), IL-10 (p = 0,0145), IL-13 (p = 0,0000) e IL-17 (p = 0,0013), foi

estatisticamente significativo ( Tabela 6).

Tabela 6 - Valores médios em pg/mL de citocinas nas amostras de fluido gengival de
pacientes ndo obesos e obesos.

Citocinas Nao obesos Obesos P

(n=24) (n=31)
IL-1P 89,8 £ 69,6 338,7+187,2 0,0073**
IL-6 3,6+1,6 42+1,5 0,5080
IL-10 89+49 13,1 +£7,1 0,0145%*
IL-13 4,8+2,1 11,6 +5,0 0,0000%**
IL-17 20+14 4,7+2,1 0,0013*
TNF-a 49+33 5,7+23,5 0,7343

*p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 usando o Teste Mann Whitney e ajustando para multiplas comparagdes com
Bonferroni.

Na analise do fluido gengival, as concentragdes de citocinas durante o periodo estabelecido
para o grupo de pacientes obesos (Tabela 7), foi possivel observar que as citocinas IL-1 e
TNF-o apresentaram um aumento somente no T; (2 meses pds-cirurgia), com valores
estatisticamente significativos para a citocina IL-1p (p = 0,0003). A concentragdo de IL-17 no
fluido gengival, mostrou diminui¢ao gradativa durante os tempos avaliados, com valores

estatisticamente significativos (p = 0,0179).



65

Tabela 7 - Valores médios em pg/mL da concentragdo de citocinas em amostras de fluido
gengival dos pacientes obesos examinados em diferentes momentos (To, T; Tz e

T).
Tempos de coleta - Média = SD (n=31)

Citocinas Ty T, T, Ts p
IL-1B 338,7+187,2 359,8 +317,2 261,9 +209,4 207,7£192,3 0,0003***
IL-6 42+1,5 42+29 38+1,8 48+4,0 0,2329
IL-10 13,1£7,1 11,8 £5,7 11,9+5,7 11,6 £4,6 0,4840
IL-13 11,6 £5,0 10,2 +4,3 11,3+£5,5 9,4+5,4 0,1754
IL-17 4,7+2,1 39+1,1 37£1,6 3,1+1,7 0,0179*
TNF-a 5,7+23,5 6,5+4,7 5,4+£3,6 52+39 0,2330

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 usando o Teste de Friedman, ajustando para multiplas compara¢des com
Bonferroni. Ty- antes, T; (2 meses), T, (6 meses) e T; (12 meses) pos-cirurgia bariatrica.

No soro, das 15 citocinas analisadas quatro ndo foram detectadas (IL-1p, IL-10, IL-13, IL-
17). Dentre as citocinas denominadas adipocinas, a adiponectina apresentou valores reduzidos
(p < 0,005) no soro de individuos obesos. Para as demais citocinas concentragdes s€ricas
apresentaram valores elevados em comparagdo aos nao obesos (Tabela 8), semelhante aos
valores observados no fluido gengival. Também, para as citocinas IL-6 (p = 0,007), TNF-a (p
= 0,0185) e adipocina tipo leptina (p = 0,0323), os valores foram estatisticamente

significantes.
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Tabela 8 - Valores médios em pg/mL da concentracdo de citocinas em amostras de soro dos

pacientes nao obesos e obesos.

Citocinas Nao obesos Obesos p
(n=24) (n=31)

IL-6 0,0+0,0 56,2 +294,8 0,0070%**
TNF-a 33+14 22,7+73,9 0,0185*
NGF 123+24 23,6 £19,9 0,0667
Leptina 12283,7 = 8059,9 44107,7 +35750,2 0,0323**
IL-8 2,9+0,7 234,8 £903,4 0,1989
HGF 497,5 £ 185,9 811,7+694,8 0,5249
Adiponectina 58056,2 +20539,5 28666,8 + 15414,7 0,0050%**
Lipocalina-2/NGAL 315,9+93,1 691,4 +638.,6 0,1990
Resistina 51,2+ 13,8 83,6 £ 58,7 0,2635
Adipsina 7426,0 + 1429,8 15967,7 + 10489,7 0,0571
PAI-1 156,4 + 85,4 192,8 £ 63,6 0,3414

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 usando o Teste Mann Whitney e ajustando para multiplas comparagdes com

Bonferroni.

Da mesma forma que ocorreu com os valores do fluido gengival, no soro de pacientes

obesos durante os tempos de coleta, as concentracdes de citocinas foram diminuindo,

paralelamente a redugdo do peso desses individuos observando-se, entretanto, elevada

concentracdo de adiponectina com valores estatisticamente significantes (p = 0,0000), durante

os tempos estabelecidos pos-cirurgia (Grafico 5). Também neste grafico as demais citocinas

mostraram valores gradativamente diminuidos e estatisticamente significantes durante os

tempos estabelecidos de coletas. Entretanto, IL-8, lipocalina-2/NGAL e resistina nao

mostraram valores estatisticamente significativos.
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Grafico S - Valores médios em pg/mL da concentragdo de citocinas em soro dos pacientes
obesos examinados em diferentes tempos (To, T1, T2 e Ts).
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*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 usando o Teste de Friedman, ajustando para multiplas comparagdes com
Bonferroni. Ty- antes, T; (2 meses), T, (6 meses) ¢ T; (12 meses) pos-cirurgia bariatrica.
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6 DISCUSSAO

O aumento de individuos com sobrepeso e obesidade constitui-se um problema de
saude publica no mundo inteiro, sendo considerada em alguns paises uma verdadeira
epidemia (KAIN et al., 2003). A obesidade surge em consequéncia de alteracdes na dieta € na
regulacao corporal do consumo e armazenamento de energia. Embora, a ingestao de alimentos
altamente caloricos combinada com atividade fisica reduzida ou sedentarismo possa
contribuir em muito para o aumento de peso, os sistemas que regulam o balango energético
corporal sao muito mais complexos, podendo variar de individuo para individuo (MORTON
et al., 2006).

Recentemente, a OMS tem associado a obesidade como uma das principais causas de
morte (WHO, 2012). E sabido que ha uma intima associagdo entre o excesso de peso e Varios
problemas sistémicos, em particular diabetes, doengas cardiacas, aumento na incidéncia de
certos tipos de canceres, complicagdes respiratorias, alteragdes na pressdo sanguinea e
osteoartrites de grandes e pequenas articulacdes, além das doencas periodontais (GENCO;
BORGNAKKE, 2013; KOPELMAN, 2000; HAFFAJEE; SOCRANSKY, 2009).

A prevengdo ¢ o caminho mais eficiente para a reducdo do nimero de individuos
obesos que hoje atinge ao redor de 12% da populagdo mundial e que pode reduzir a
expectativa de vida de 5 a 20 anos (DEL GENIO et al., 2007; FONTAINE et al., 2003; WHO,
2012). Entretanto, sabe-se que, quando o IMC = 40 ou existem comorbidades associadas a
obesidade, e o individuo apresenta histérico de insucessos na redug¢do de peso pelos métodos
tradicionais de dieta e de uso de medicamentos, os procedimentos cirirgicos tém se tornado a
solucao mais eficiente (MATHIER; RAMANATHAN, 2007; PROMINTZER-SCHIFFER et
al., 2011). Virias técnicas cirdrgicas tém sido utilizadas, porém a técnica de derivagao
gastrica em Y de Roux ¢ a mais indicada, por ser eficiente na reducao do excesso de peso
corporal, na manutengdo do peso perdido e melhora de condigdes clinicas, como observado
nos individuos obesos avaliados neste estudo antes e apds serem submetidos a essa técnica
cirtrgica. Tanto a reducdo do IMC, quanto da porcentagem de massa magra, massa gorda e
dgua corporal foram estatisticamente significativas nestes individuos ao longo de um ano
(Tabela 3).

A obesidade esta relacionada com uma série de alteragdes sistémicas e bucais, devido
ao acumulo de tecido adiposo no organismo, como ja citado anteriormente, mas muitas dessas
comorbidades ligadas a obesidade, como diabetes, hipertensao e dislipidemia, também vém

sendo associadas a doencga periodontal. Evidéncias sugerem que o diabetes pode ser associado
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a doenga periodontal por afetar a composi¢ao da microbiota subgengival, aumentando assim,
o niamero de espécies anaerdbias gram-negativas, e influenciando a resposta inflamatoria
local, com maior liberacdo de citocinas, tais como IL-1B, IL-6 e TNF-a, exacerbando a
resposta imunologica e impedindo a reparagdo do tecido 6sseo durante o percurso da doenca
periodontal (GARCIA-HERNANDEZ et al., 2012; GRAVES, 2004). Por outro lado, alguns
pesquisadores defendem que o inverso também se faz verdadeiro e que a doenca periodontal
pode promover uma maior liberagdo de mediadores inflamatodrios, especialmente TNF-a,
durante a resposta a infec¢dao periodontal, o que acarretaria em um descontrole glicémico,
pelo aumento da resisténcia a insulina promovida pela liberagdo desses mediadores
(MEALEY; OATES, 2006; NISHIMURA et al., 2003).

Neste estudo, somente os pacientes com obesidade apresentaram diabetes, com valores
estatisticamente significantes, como observado na Tabela 2. A hipertensdao ¢ outro fator
associado a obesidade, e também tem sido correlacionada a doenca periodontal, por causa da
interacdo de fatores como sobrecarga na pressao e hipertrofias vasculares que podem
promover alteragdes na microcirculagdo, e assim, isquemia periodontal, favorecendo o
desenvolvimento da doenga. A maioria dos pacientes obesos analisados também apresentou
essa alteracdo, mostrando resultados estatisticamente significativos quando comparados ao
grupo de ndo obesos. Sugere-se que a doenga periodontal pode promover a hipertensao pela
disseminagdo de produtos bacterianos e mediadores inflamatorios na corrente sanguinea, o
que poderia produzir lesdo vascular e arteriosclerose, aumentando dessa forma, a pressao
arterial (KOZAROV, 2012; VAN DYKE; KORNMAN, 2008). Neste estudo, a disseminagao
de produtos na corrente sanguinea ndo foi avaliada, entretanto, nossos resultados levam a
sugerir alguma possivel relagdo entre a hipertensao e a obesidade.

A associacao entre dislipidemia, as infeccdes e a presenca do LPS bacteriano pode
promover alteragdes no metabolismo de lipidios e também induzir uma maior liberagao de
TNF-a pelo tecido adiposo, que ¢ um importante mediador inflamatorio fortemente associado
a destruicao do periodonto (WOOD, 2003). Em nosso estudo, entretanto, nenhuma associagao
entre a obesidade e a dislipidemia foi observada.

Como esperado, os valores de IMC e os valores obtidos na bioimpedancia foram mais
elevados nos individuos obesos, obtendo valores estatisticamente significativos, de acordo
com os critérios para definir a obesidade, estabelecidos pela OMS (WHO, 2012). Conforme
os resultados da Tabela 2, dos parametros clinicos periodontais examinado nos pacientes,

somente o indice de SS apresentou valores estatisticamente significativos, e isto pode sugerir



70

que, os pacientes obesos apresentariam maior pré-disposicao para desenvolver processos
inflamatoérios, detectaveis clinicamente pela facilidade de sangramento.

Somente na ultima década, ¢ devido aos varios estudos, a obesidade tem sido mais
relacionada com a severidade da doenca periodontal, e os mecanismos dessa relacio vém
sendo mais bem avaliados (GENCO et al., 2005; MORITA et al., 2011; PATARO et al.,
2012; RITCHIE, 2007; YLOSTALO et al., 2008). Haffajee e Socransky (2009), por exemplo,
relataram que individuos com sobrepeso e com obesidade apresentam maior risco de 3 e 5
vezes, respectivamente, de desenvolver periodontite, do que individuos nao obesos. Estudos
recentes t€ém mostrado o aumento na liberacado de mediadores inflamatorios em individuos
obesos 0 que poderia justificar a relagdo com a doenca periodontal, como ¢ observado em
alguns processos sistémicos, Sindrome de Down e Papillon-Lefévre, e apresentam elevado
risco de desenvolver gengivite e periodontite, devido as alteragdes observadas na resposta
inflamatoéria desses individuos (AMANO et al., 2001; LUNDGREN et al., 1998; MEISEL et
al., 2012).

Como mencionado anteriormente, os valores médios de SS (Tabela 2), importante
indicador de inflamagdo gengival, foram maiores em pacientes obesos. Entretanto, quando
esses pacientes foram acompanhados durante 12 meses pos-cirurgia os valores de SS foram
reduzindo, da mesma forma que o ISG, enquanto o IPV foi aumentando, mostrando valores
médios estatisticamente significativos ao longo dos quatro tempos dos exames clinicos. Nessa
mesma Tabela foram observados que os valores de IMC e de bioimpedancia nos diferentes
tempos de coleta foram também estatisticamente significativos (Tabela 3). Ainda nessa
Tabela ¢ importante ressaltar que, os valores elevados de IPV apoés cirurgia podem estar
associados ao maior nimero de refeicdes que esses pacientes devem fazer diariamente, devido
a drastica reducdo das porgdes ingeridas, tornando necessario que os pacientes bariatricos
tenham acompanhamento conjunto médico e odontologico, visando uma melhor orientagao
para o controle do biofilme dental o que poderia evitar algumas complicagdes pds-cirurgicas,
onde se inclui a doenga periodontal.

O impacto do ganho ou da perda de peso sobre a microbiota bucal, também como, em
outros processos infecciosos bucais, ndo estd totalmente esclarecido. Evidéncias mostram
maior prevaléncia de processos periodontais em populagdes obesas devido as possiveis
alteragdes que ocorrem na microbiota bucal e a elevada concentracao de citocinas produzidas
no organismo desses pacientes (ZEIGLER et al., 2012). Na literatura existem trabalhos
relatando a associagdo entre a obesidade e espécies virais e bacterianas, embora a maioria

desses estudos seja relacionada a microbiota intestinal (DHURANDHAR, 2011; MILLION;
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RAOULT, 2013; TILG et al., 2009). Apesar dos inimeros relatos de uma possivel relagao
entre a obesidade e uma parcela da microbiota, ainda ndo ¢ possivel determinar se o efeito
exercido seria da obesidade sobre as microbiotas ou vice e versa (DIBAISE et al., 2008; LEY
et al., 2005; TILG et al., 2009; ZHANG et al., 2009). Para alguns autores, a presenca de
determinadas espécies microbianas intestinais € bucais poderiam coparticipar com 0 processo
da obesidade, sugerindo-se que bactérias podem afetar o peso corporal aumentando a
eficiéncia metabolica e, consequentemente, o tecido adiposo no organismo, ou também por
promoverem o aumento do apetite devido a reducdo da liberagdo de leptina, hormonio
supressor do apetite e aumento da grelina, hormonio relacionado a fome (GOODSON et al.,
2009; TURNBAUGH, 2006).

Neste estudo, das 40 espécies bacterianas analisadas somente 19 delas apresentaram
valores estatisticamente significativos nos pacientes obesos quando comparados aos nao
obesos. Como observado na Tabela 4, em pacientes obesos, E. corrodens, C. sputigena, A.
oris € A. naeslundii, apresentaram valores médios elevados, variando de 7,3 £5,9 a 3,0+ 1,2;
os demais microrganismos que também apresentaram valores estatisticamente significativos
variaram de 2,6 £ 1,4a 1,0 £0,7.

A técnica utilizada neste trabalho para detec¢do bacteriana das amostras subgengivais,
embora laboriosa, permitiu a andlise de um grande nimero de microrganismos pela
hibridizagao de sondas genéticas com os DNA bacterianos. Um estudo realizado por Goodson
et al. (2009) utilizando a mesma técnica, detectou elevadas proporgdes de S. noxia,
particularmente em mulheres com excesso de peso, sugerindo que a presenca desse
microrganismo poderia servir como indicador bioldgico da obesidade. A diferenca desse
resultado, em nosso estudo, essa bactéria foi detectada nos individuos obesos analisados, mas
em baixas propor¢des. Também, estudos tém associado a presenca de 7. forsythia e P.
gingivalis com a obesidade e aumento de perda 6ssea (AMAR et al., 2007, HAFFAJEE;
SOCRANSKY, 2009).

Os resultados obtidos nesse estudo mostram-se discordantes dos relatados por esses
autores, levando sugerir que, a E. corrodens poderia ser considerada um novo marcador
biologico na obesidade (Tabela 4). Todavia, essa divergéncia entre os resultados pode ser
explicada pelas caracteristicas geograficas e socioecondmicas das populagcdes em estudo.
Interessantemente, essa bactéria também foi detectada em uma proporcao elevada (4,0 = 3,1)
em individuos ndo obesos. Da mesma forma, a detec¢do bacteriana nesses pacientes mostrou
valores baixos em relacao ao pacientes obesos, variando de 2,5+ 1,6 a 0,4 = 0,4.

O segundo objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil das citocinas e adipocinas
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sintetizadas e liberadas no fluido gengival (local) e no soro (sist€mica) de individuos nao
obesos e obesos, além da avaliacao longitudinal dos individuos obesos submetidos a cirurgia
bariatrica. A obesidade é atualmente considerada um estado inflamatorio crénico, assim o
tecido adiposo deixou de ser considerado apenas um reservatério inerte de triglicerideos, para
ser reconhecido como um importante 6rgao enddcrino, a partir do qual um grande nimero de
proteinas e hormonios, chamados adipocinas sao liberados. Sabe-se que estas adipocinas sao
sintetizadas pelos adipocitos e também pelos macréfagos presentes no tecido adiposo em
abundancia, e que podem atuar na regulacdo metabdlica e vascular, além de influenciar
significativamente o sistema imunologico, ativando a resposta inflamatéria. Entretanto, ainda
ndo estd claro o impacto que essas adipocinas podem exercer na cavidade bucal (BLUHER,
2012; DALLA VECCHIA et al, 2005; TRAYHURN; WOOD, 2004; ZEYDA; STULNIG,
2007).

Alguns autores tém sugerido que a maior liberagdo de citocinas/adipocinas na
obesidade altera a capacidade do sistema imune em responder a um patdogeno, com a
exacerbagdo da resposta inflamatoria; interfere na regeneragcdo Ossea, especialmente pelo
aumento da atividade da IL-1B e o TNF-a e; exerce certa influéncia na ecologia microbiana
dos individuos afetados, promovendo alteracdes na microbiota intestinal, com diminui¢ao de
Firmicutes e aumento de Gammaproteobacteria, assim com também, na cavidade bucal,
incluindo espécies consideradas periodontopatogénicas tais como P. gingivalis ¢ T. forsythia
(AMAR et al., 2007; HAFFAJEE; SOCRANSKY, 2009; ZHANG et al., 2009).

A partir das amostras de fluido gengival coletadas, foi possivel detectar concentragdes
mais elevadas nos individuos obesos das seis citocinas analisadas, isso inclui tanto as de
comportamento pro-inflamatorio, tais como IL-1p, IL-6 ¢ TNF-a, importantes na ativacao de
células de defesa como mondcitos/macrofagos e células T e B, quanto as de atividade anti-
inflamatoéria: I1L-10, IL-13, IL-17, importantes na regulacdo da intensidade na resposta
inflamatoéria, sendo que as citocinas IL-1f, IL-10, IL-13 e IL-17 apresentaram resultado
estatisticamente significativo quando foram comparados aos resultados observados nos
individuos nao obesos (Tabela 6). Estas mesmas citocinas também foram monitoradas ao
longo do tempo nos pacientes submetidos a cirurgia bariatrica. Neste caso, o comportamento
de duas importantes citocinas inflamatorias a IL-1p e o TNF-a apresentaram um
comportamento semelhante ao observado da microbiota desses pacientes, com um acréscimo

dois meses pos-cirurgia e subsequente queda, mas apenas a IL-1p e a IL-17 que apresentou
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um declinio constante da sua concentracao no fluido gengival nos trés tempos analisados pos-
cirurgia, apresentaram resultados estatisticamente significantes (Tabela 7).

Para andlise das amostras de soro foram incluidas mais nove adipocinas, além
daquelas citocinas analisadas no fluido gengival, totalizando o monitoramento de 15 analitos,
entre os quais, interleucina 8, proteinas adiponectina, leptina, resistina, e adipsina, envolvidos
na regulacdo metabolica e de apetite, e algumas, também ja relacionadas com a regeneragao
ossea; fator de crescimento neural (NGF), inibidor do ativador de plasminogénio-1 (PAI-1),
fator de crescimento de hepatédcitos (HGF) e lipocalina-2/NGAL que podem atuar localmente
e sistemicamente em processos como a sensibilidade a insulina, no controle da pressao
sanguinea, além da homeostase de lipidios, € na regulagao do apetite e do balango energético
(AHIMA; FLIER, 2000; AHIMA; OSEI, 2008; KERSHAW:; FLIER 2004).

Destes 15 analitos analisados no soro, quatro ndo apresentaram concentragdes
detectaveis (IL-1p, IL-10, IL-13, e IL-17) e, com excecao da adiponectina, as demais
apresentaram concentracdes séricas mais elevadas nos individuos obesos em comparagao aos
nao obesos, semelhante ao comportamento observado no fluido gengival. Para as citocinas IL-
6, TNF-a e leptina os resultados foram estatisticamente significantes. Por sua vez, os
resultados observados a partir das analises das amostras de soro dos individuos obesos ao
longo do tempo, as citocinas demonstram um comportamento de queda das concentragcdes no
soro, conforme ocorria também a reducao do peso desses individuos, com exce¢do novamente
ao comportamento da adiponectina, cuja concentracao sérica apresentou-se mais elevada com
o passar dos meses pos-cirurgia. Pode-se observar também que dessas citocinas apenas a IL-8,
lipocalina-2/NGAL e a resistina ndo apresentaram variagao estatisticamente significativa. As
demais citocinas IL-6, TNF-a, NGF, leptina, HGF, adipsina, ¢ PAI-1 apresentaram redugao
continua nos niveis séricos, com resultados estatisticamente significativos. Esses resultados
estdo de acordo com Illan-Gomez et al. (2012), que também observaram uma redug¢do na
concentracdo das TNF-a e IL-6 ¢ o aumento da adiponectina na circulagdo sanguinea de
pacientes submetidos a cirurgia bariatrica pela técnica de derivagao gastrica em Y de Roux,
durante um ano.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, ¢ possivel sugerir que a obesidade gera
um grande impacto na circulacdo de adipocinas na corrente sanguinea. A adiponectina foi a
unica que apresentou uma concentracdo sérica menor em individuos obesos, mas este
resultado condiz com o descrito na literatura, pois embora essa adipocina seja sintetizada

exclusivamente pelo tecido adiposo, sua concentragdo no sangue € inversamente proporcional
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ao peso dos pacientes (HALLEUX et al., 2001; ILLAN-GOMEZ et al., 2012). Entretanto, as
citocinas IL-6 e TNF-0, importantes na iniciagdo ¢ manutencao do processo inflamatdrio
sistémico e também implicadas na progressao da doenga periodontal (TELES et al., 2012),
foram avaliadas tanto no soro quanto no fluido gengival, apresentaram concentracao sistémica
bem mais elevada que na cavidade bucal, somando-se a esse dado, foi possivel observar que
estas citocinas apresentaram no fluido gengival um comportamento semelhante a variagao
microbiologica local, com uma elevagao dois meses pos-cirurgia, seguida de queda nos meses
subsequentes, sugerindo que a atividade enddcrina do tecido adiposo parece exercer maior
efeito sistémico (no soro) do que local (no fluido gengival).

Dessa forma, a obesidade ¢ caracterizada nao sé pelo aumento de peso do paciente,
mas por inumeras alteragdes sistémicas desencadeadas pelo excesso de tecido adiposo.
Embora o impacto seja limitado na cavidade bucal, a obesidade promove alteracdes tanto na
microbiota subgengival quanto na resposta imunolodgica local. Assim, o controle da obesidade
seja por medidas preventivas ou mesmo pela intervengdo cirirgica para 0s casos mais

complexos, pode favorecer a saude bucal, assim como de todo o organismo.
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7 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que:

Existem diferengas na microbiota subgingival, incluindo para espécies associadas as
doencas periodontais, especialmente a E. corrodens, quando ndo obesos e obesos foram

comparados.

Existem diferengas no perfil inflamatério local e sist€émico de individuos obesos, que

podem impactar na saude do periodonto.

ApoOs a cirurgia bariatrica ocorrem significativas mudangas no perfil microbiologico e

imunologico, que podem contribuir para a manuten¢do da satude bucal.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido

DEPARTAMENTO DE

M|CroBiologia
}‘ UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-USP
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICA II - ICB 11
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
LABORATORIO DE ANAEROBIOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO: “POSSIVEIS IMPACTOS DAS GASTROPLASTIAS SOBRE A MICROBIOTA
PERIODONTAL DE PACIENTES COM OBESIDADE: DETERMINACAO DO PERFIL
MICROBIOLOGICO E IMUNOLOGICO.”

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo
contém todas as informagoes necessarias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboragdo
neste estudo sera de muita importancia para nos, mas se desistir a qualquer momento, isso ndo

causard nenhum prejuizo a vocé.

Eu, ,

, residente e domiciliado
na , portador
da Cédula de identidade, RG , e inscrito no
CPF nascido(a) em / / , abaixo assinado(a), concordo de

livre ¢ espontidnea vontade em participar como voluntario(a) do estudo “Possiveis Impactos das
Gastroplastias sobre a Microbiota Periodontal de Pacientes com Obesidade: Determinagdo do Perfil
Microbioldgico e Imunoldgico.” Declaro que obtive todas as informagdes necessarias, bem como todos

os eventuais esclarecimentos quanto as dividas por mim apresentadas.

Estou ciente que:

D) O estudo se faz necessario para que se possa descobrir uma possivel relagdo entre a obesidade e
alteragdes na microbiota (microrganismos normalmente encontrados no corpo humano) e o
sistema imunolégico (defesa) do organismo humano e sua possivel associagdo com as doengas

periodontais, ou seja, dos tecidos que sustentam o dente na cavidade bucal, através do projeto



1)
111)

V)

V)

VI)

VII)

VIII)

de doutorado intitulado: “Possiveis Impactos das Gastroplastias sobre a Microbiota Periodontal
de Pacientes com Obesidade: Determinagdo do Perfil Microbioldgico e Imunolégico.”;
Serdo feitas 4 coletas de 10 mL de sangue, no periodo/intervalo de 12 meses;
Essas coletas serdo feitas apenas para este estudo e em nada influenciardo o meu tratamento;
ndo vdo me curar; ndo vao me causar nenhum problema, exceto o pequeno incomodo de dor no
momento da coleta (introducdo da agulha para retirada do sangue);
A participacdo neste projeto ndo tem objetivo de me submeter a um tratamento, bem como nao
me acarretara qualquer despesa pecuniario com relagdo aos procedimentos médico-clinico-
terapéuticos efetuados com o estudo;
Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaborag@o neste estudo no momento em que
desejar, sem necessidade de qualquer explicagdo;
A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo & minha saude ou bem estar fisico. Ndo vira
interferir no atendimento ou tratamento médico;
Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, mas concordo que sejam
divulgados em publicacdes cientificas, desde que meus dados pessoais ndo sejam mencionados;
Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final desta
pesquisa

() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

IX. Concordo que o material podera ser utilizado em outros projetos desde que autorizado pela

Comisséo de Etica deste Instituto e pelo responsavel por esta pesquisa.

( ) Sim

( ) Paciente / ( ) Responsavel

ou ( ) Nao

, de de 20

Testemunha 1 :

Nome / RG / Telefone

Testemunha 2 :

Responsavel pelo Projeto:

Nome / RG / Telefone

Sheila Alexandra Belini Nishiyama
Cirurgia-dentista (CRO/PR 11.352)

Telefone para contato: 3091 7344/ (44) 9947 9818



APENDICE B - Ficha de avaliacao

DEPARTAMENTO DE

M|CroBiologia

h‘ UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-USP

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICA II - ICB II

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
LABORATORIO DE ANAEROBIOS

FICHA DE AVALIAGAO

PACIENTE GRUPO
Data:
DADOS GERAIS
Nome:
ldade : Data de Nascimento: /

Género: ( ) Feminino

Profissao:

( ) Masculino

Nome dos pais:

Endereco:

Telefone:

Dados da coleta:

Grupol( ) Grupoll( )

Ocorréncia de Diabetes Mellitus: () sim ( )nao
Ocorréncia de Hipertensao Arterial: () sim ( )nao
Ocorréncia de Dislipidemia: () sim ( )néao

Outras doencas diagnosticadas:




Uso de algum medicamento crénico? ( ) Sim () Nao
Qual?

Antecedentes Familiares:

Funcionamento intestinal:
( )Acimadeumavezaodia ( )Umavezaodia () Uma vez a cada dois dias
() Duas vezes porsemana ( )Uma vez por semana

Avaliagao do apetite: () Bom () Regular () Ruim

Por qué?
Denticdo: ( )completa () incompleta () protese
Avaliagado da mastigagédo: () Bom () Regular () Ruim
Bebidas alcodlicas: ( ) sim ( ) nao Tipo:
Quantidade:
Drogas/ outros vicios: () sim ( )nao Tipo: Quant.:
Suplementos vitaminicos/ minerais: () sim ( )ndo Tipo: Quant.:

ANAMNESE ALIMENTAR

Como vocé considera sua alimentagao?

() Muito bom ( )Bom ( ) Razoavel () Ruim

Segue alguma dieta? () Sim ( )Nao

Orientagdo: () Nutricionista () Médico () Treinador esportivo
( ) Colega () Meios de comunicagao de massa
() Outros:

Apresenta alguma alergia alimentar? () Sim ( )Nao

Qual:

Apresenta intolerancia alimentar? () Sim ( )Nao

Qual:

Alimentos que gosta?

Alimentos que desgosta?

Quantas pessoas fazem refeicdo em sua casa?

Quantidade de gordura/ més: Per capita:
Quantidade de agucar/ més: Per capita:
Quantidade sal/ més: Per capita:



Ingestéo hidrica/ dia:
Quantas refeigdes faz ao dia?
( )Desj ( )Col ( )AIm ( )Lanc ( )Jant ( )Ceia
( )Outras:

Costuma evitar refei¢des durante o dia? () Sim ( )Nao
Por qué?
Qual?

Costuma evitar a ingestdo de algum alimento? () Sim ( )Nao
Por qué?
Qual?

Sente-se saciado apds término das refeigbes? () Sim () Nao

AVALIACAO POR BIOIMPEDANCIA

Como vocé avalia seu peso (composi¢cao corporal)?
() Dentro da normalidade () Acima () Abaixo

Vocé concorda com a opiniao de outras pessoas em relagdo a sua composi¢cao corporal?
() Sim () Néo

Peso atual: Peso usual: Estatura:

Exame de bioimpedancia elétrica:

Valor de resisténcia: Valor de reactancia:
Valor percentual de massa magra: Peso da massa magra:
Valor percentual de massa gorda: Peso da massa gorda:

Valor percentual de agua corporal:

Assinatura do responsavel



OBSERVAGOES

COLETA DE FLUIDO GENGIVAL
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PERIOGRAMA

|__Paciente:
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| Examinador:
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IPV=indice de Placa Visivel (0/1)
1SG=indice de Sangramento Gengival (0/1)

SS=Sangramento a Sondagem (0/1)
PS=Profundidade de Sondagem (mm)

NCI=Nivel Clinico de Inserg¢édo (mm)
SUP=Supuragao (0/1)

F=Furca (1/2/3)
M=Mobilidade (0/1/2/3)




