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RESUMO

Presume-se que alteracdes na composi¢ao bioquimica e microbioldgica salivares podem refletir
o estado inflamatdrio, caréncias nutricionais e dislipidemias associadas ao excesso de peso.
Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a composi¢do salivar em termos de fluxo e pH
salivares, colesterol, 7-cetocolesterol, 25-hidroxivitamina D2 e D3, acido urico, fosforo, ureia,
célcio, expressdo do fator nuclear Kappa B, Streptococcus mutans e Bifidobacteria em 248
adolescentes (119 meninas/129 meninos) com idades entre 14 e 17 anos. A amostra foi
selecionada de escolas publicas de Piracicaba (SP) e o exame fisico envolveu as medidas de
estatura, peso e porcentagem de gordura corporal por meio de um estadidometro digital e anélise
de impedancia bioelétrica a fim de classificar a amostra selecionada em eutrofia, sobrepeso e
obesidade. Por meio do exame bucal, foi verificada a presenca de denticdo permanente
completa e livre de cavidade de cdrie, enquanto a presenca de gengivite foi avaliada por meio
de parametros clinicos e autorrelatado. Coletas de saliva estimulada e ndo-estimulada foram
realizadas para a determina¢do do pH e fluxo salivar; colesterol, 7-cetocolesterol, dcido urico e
25-hidroxivitamina D2 e D3 salivares foram determinados por cromatografia liquida de alfa
eficiéncia (HPLC), enquanto as concentragdes de fésforo, uréia e calcio foram determinadas
por método colorimétrico/enzimético e técnica automatizada. Por meio de RT-qPCR, avaliou-
se o perfil de expressdo do NF-Kappa B e, para anélise microbioldgica, o DNA extraido de
saliva ndo estimulada foi submetido as reacdes de qPCR para verificar a propor¢ao da espécie
Streptococcus mutans e do género Bifidobacteria em relacdo a carga bacteriana total. Os dados
foram analisados por meio dos testes Kolmogorov-Smirnov, Qui-quadrado, ANOVA de duas e
trés vias e regressdo linear multipla. Nao houve diferenca na frequéncia de sangramento
gengival e gengivite entre os adolescentes classificados como eutrofia, sobrepeso e obesidade.
Em 38% das amostras salivares foi possivel detectar a expressdo do NF-KB. Nao houve
diferenga entre os grupos para os parametros bioquimicos 25-hidroxivitamina D2 e D3,
colesterol, 7-cetocolesterol, fosforo, calcio e a ureia. O acido tdrico salivar mostrou ser um
importante marcador do acimulo de gordura corporal e um modelo preditivo para porcentagem
de gordura de acordo com a concentracdo de 4cido udrico e o sexo foi proposto. O grupo de
adolescentes com eutrofia apresentou menor porcentagem de Streptococcus mutans €
Bifidobacteria em relagdo a carga bacteriana total salivar quando comparado com os outros dois
grupos (sobrepeso e obesidade) considerando os fatores sexo e presenca de gengivite. A

composi¢do salivar em termos de dcido drico, Streptococcus mutans e Bifidobacteria diferiu de



forma significativa entre adolescentes com e sem obesidade, demonstrando a utilidade do uso

da saliva na deteccdo de desvios e monitoramento na pratica clinica.

Palavras-chave: Obesidade, Saliva, Microbiota, Sadde Bucal



ABSTRACT

It is assumed that changes in the biochemical and microbiological composition of saliva may
reflect the inflammatory state, nutritional deficiencies and dyslipidemia associated with
overweight. The objective of this study was to evaluate the salivary composition in terms of
salivary flow and pH, cholesterol, 7-cetocholesterol, 25-hydroxyvitamin D2 and D3, uric acid,
phosphorus, urea, calcium, NF-Kappa B, Streptococcus mutans and Bifidobacteria in 248
adolescents (119 girls/129 boys) aged 14 to 17 years. The volunteers were selected from public
schools in Piracicaba (SP) and the physical examination involved measures of height, weight
and body fat percentage by means of a digital stadiometer and bioelectrical impedance analysis,
classifying them in eutrophy, overweight and obesity. Oral examination revealed the presence
of a complete permanent dentition and free of decayed cavities, while the presence of gingivitis
was evaluated through clinical and self -reported parameters. Stimulated and non-stimulated
saliva collections were performed for the determination of pH and salivary flow; cholesterol,
7-cetocholesterol, uric acid and salivary 25-hydroxyvitamin D2 and D3 were determined by
high-efficiency liquid chromatography (HPLC), while phosphorus, urea and calcium
concentrations were determined by colorimetric/enzymatic method and automated technique.
The expression of NF-Kappa B was evaluated by means of RT-qPCR and, for microbiological
analysis, DNA extracted from unstimulated saliva was submitted to qPCR reactions to verify
the proportion of Streptococcus mutans and Bifidobacteria in relation to the total bacterial load.
Data were analyzed using Kolmogorov-Smirnov, Chi-square, two- and three-way ANOVA and
multiple linear regression. There was no difference in the frequency of gingival bleeding and
gingivitis among adolescents classified as eutrophy, overweight and obesity. NF-KB expression
was detected in 38% of the salivary samples. There were no differences between groups for the
biochemical parameters 25-hydroxyvitamin D2 and D3, cholesterol, 7-cetocholesterol,
phosphorus, calcium and urea. Salivary uric acid showed to be an important marker of body fat
accumulation and a predictive model for body fat percentage according to uric acid
concentration and sex was proposed. The group of adolescents with eutrophy presented a lower
percentage of Streptococcus mutans and Bifidobacteria in relation to total salivary bacterial
load when compared to the other two groups (overweight and obesity), considering the factors
sex and presence of gingivitis. The salivary composition in terms of uric acid, Streptococcus
mutans and Bifidobacteria differed significantly between adolescents with and without obesity,
showing the usefulness of saliva in the detection of deviations and monitoring in clinical
practice.

Key-words: Obesity, Saliva, Microbiota, Oral Health
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1. INTRODUCAO

A prevaléncia de excesso de peso aumentou rapidamente no mundo, sendo considerado
um importante problema de saude publica tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento (Pinheiro et al., 2004). Um estudo liderado pelo Imperial College London e
pela Organizagcdo Mundial da Sadde (OMS) mostrou que o nimero de obesos com idade entre
cinco e 19 anos cresceu mais de dez vezes, de 11 milhdes em 1975 para 124 milhdes em 2016
(NCD Risk Factor Collaboration, 2017). No Brasil, dados publicados pela VIGITEL em 2017
mostraram que mais da metade da populagdo brasileira estd com peso acima do recomendado
e 18,9% dos brasileiros estdo obesos. Além disso, constatou-se o aumento das doengas cronicas
como diabetes e hipertensao (Vigitel Brasil, 2016). Uma pesquisa conduzida com criangas entre
8 e 10 anos de idade do municipio de Piracicaba mostrou que daquelas incluidas no estudo,
38,7% apresentavam excesso de peso (Araujo et al., 2017).

A obesidade € uma condicdo crénica que envolve fatores sociais, comportamentais,
ambientais, culturais, metabdlicos e genéticos, sendo caracterizada pelo desequilibrio
energético prolongado que resulta em actimulo de gordura corporal (Francisch et al., 2000) e
estd associada a um quadro de inflamacdo crénica de baixo grau, que predispde a resisténcia a
insulina e ao desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2. Estudos mostraram que esta condi¢do
também pode estar relacionada a alteracdes nas caracteristicas orais especificas do individuo,
como 0 comportamento mastigatorio, secrecdo e composicdo salivar (Tremblay et al., 2012;
Pedroni-Pereira et al., 2016). O estudo de Pannunzio et al. (2010) observou que criangas com
sobrepeso e obesas apresentaram alteragdes nas concentracdes salivares de fosfato, dcido sidlico
e proteinas, condi¢des estas favoraveis ao desenvolvimento de carie dentaria. Sendo a obesidade
uma condicdo relacionada ao desequilibrio energético, dislipidemia e caréncias nutricionais, €
de interesse verificar a possibilidade do uso da saliva como meio diagnéstico dessas alteracoes.

A saliva € produzida principalmente por trés pares de glandulas: par6tidas,
submandibulares e sublinguais. Juntas, essas glandulas secretam de 90 a 93% de toda a saliva.
O restante € produzido pelas glandulas salivares menores, as quais estdo distribuidas pela
cavidade oral (Edgar 1990; Holmberg e Hoffman 2014). A mistura dos fluidos orais € conhecida
como saliva total que, além dos constituintes de origem salivar, também contém fluido
crevicular, células sanguineas, bactérias e seus produtos, células epiteliais descamadas, virus,
fungos, restos alimentares e secrecdes provenientes do trato respiratério (Kaufman e Lamster,
2000). Muitas sao as funcdes dessa secrecdo: digestao, lubrificacdo, excre¢do, manutengao da

integridade da mucosa e dos dentes, reparo dos tecidos moles, equilibrio ecolégico, limpeza,



14

funcdo antimicrobiana, manutencao do pH e controle do nivel de hidratagdao (Carpenter et al
2013). Cerca de 99% da saliva produzida é composta por dgua e 1% por proteinas, moléculas
organicas menores e eletrdlitos. Esses elementos constituintes estdo diretamente envolvidos ndo
apenas nas funcdes protetoras como lubrificacdo e controle de microrganismos, mas também
nas funcdes motoras como facilitar a mastigacdo, a degluticdo e a fala (Sreebny et al., 1992;
Nicolau, 2009). Também, inimeras substancias nocivas ao organismo e alguns medicamentos
sao excretados pela saliva, que assim funciona como um veiculo de desintoxicac¢do (Fenoll-
Palomares et al, 2004).

O fluxo salivar € denominado ndo estimulado quando nenhum estimulo externo ou
farmacoldgico € utilizado; ja o fluxo estimulado necessita de estimulos mecanicos, gustatorios
ou agentes farmacoldgicos (Nauntofte et al., 2005). Aproximadamente 60% da saliva total é
produzida em condicdes de repouso e reflete a velocidade do fluxo basal, ou seja, é a mistura
de secrecdes que entram na boca na auséncia de estimulos exdgenos. Estd presente na cavidade
oral por cerca de 14 horas didrias e € a secre¢do que recobre os tecidos orais, fornecendo muito
da sua protecdo. A saliva estimulada, que também exerce acao de protecao, estd presente na
cavidade oral por cerca de duas horas no dia e associa-se com a fun¢do da saliva sobre os
alimentos (Sreebny, 2000). Em 2006, Lewis reportou que para a andlise dos componentes
bioquimicos da saliva o ideal € utilizar saliva ndo estimulada.

A secrecao salivar total didria varia de 500 a 1500 ml em pessoas saudaveis € o volume
médio que esta presente na cavidade bucal € de aproximadamente 1,0 ml, porém, com uma
grande variabilidade de pessoa para pessoa. Para a saliva ndo estimulada, a taxa de secrecdo
normal € de 0,25ml/min, enquanto o volume minimo secretado cresce até a quantia de
1,0ml/min sob estimulacdo (Humphrey e Williamson, 2001). De acordo com Giannobile
(2000), a saliva é uma fonte valiosa de informacdes clinicamente relevantes, uma vez que seus
multiplos componentes ndo apenas protegem a integralidade dos tecidos bucais, mas também
funcionam como biomarcadores de doencas e condi¢des sistémicas do individuo. Mudancgas
qualitativas na composi¢do desses biomarcadores t€ém sido utilizadas na identificacdo de
pacientes com maior susceptibilidade a certas doencas, na identificacdo de locais com doengas
ativas, na predicao de locais que tem maior atividade da doenca no futuro e/ou servindo como
ferramenta de monitoragao da efetividade de terapias (Lee et al, 2009; Moura et al, 2007).

A utilizacdo de marcadores salivares no estudo de doencas sist€émicas e do estresse tem
obtido crescente interesse em pesquisas da drea biomédica e psicoldgica. Isto porque as
amostras de saliva sdo obtidas por procedimento simples, ndo invasivo, livre de estresse,

podendo ser realizados em ambulatério ou na prépria residéncia do individuo, com obtengdo de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carpenter%20GH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23464573
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multiplas coletas (Castro e Moreira, 2003). Diversos sdo os analitos investigados e, nos tltimos
anos, ocorreram avangos no diagndstico salivar nas dreas bioquimica, gendmica, protedmica e
metabolomica (Wong, 2006).

O 4cido trico € produzido no organismo como resultado da quebra de moléculas de purina
— protefna contida em muitos alimentos - por a¢do da xantina oxidase; apds, as purinas sao
degradadas e transformadas em &4cido urico. Parte dele permanece no sangue e o restante €
eliminado pelos rins. A determinacdo da concentragdo de acido urico plasmaético e salivar reflete
o metabolismo proteico do individuo e casos de hiperuricemia podem estar associados a
adolescéncia (Cardoso et al., 2013) e a sindrome metabdlica (Soukup et al., 2012), predispondo
o individuo a doengas cardiovasculares.

A vitamina D é um hormonio esteroide com conhecido papel no metabolismo 6sseo e do
calcio e seu receptor € encontrado em diversos tecidos do corpo humano. A vitamina D3 é
formada na pele exposta a radiacdo ultravioleta B, enquanto a vitamina D2 € derivada de
vegetais e produzida exogenamente pela irradiacdo do ergosterol, entrando na circulagdo pela
dieta (Zhang e Naughton, 2010). A deficiéncia de vitamina D ocorre por ingestio nao
apropriada do nutriente ou por falta de exposicao solar. Em adultos, a obesidade abdominal e a
sindrome metabdlica associaram-se significativamente com a deficiéncia de vitamina D (Moy
e Bulgiba, 2011); uma possivel explica¢do seria o fato de a gordura subcutinea, capaz de
armazenar vitamina D, venha a sequestrar grande quantidade do esterdide produzido, o que
resultaria em menor liberacdo para a circulagcdo (Wortsman et al., 2000).

Os lipidios biologicamente mais relevantes sao os fosfolipides, o colesterol, triglicérides
e dcidos graxos. O colesterol € precursor dos hormonios esterdides, dos dcidos biliares e da
vitamina D. Como lipidio insaturado, o colesterol estd sujeito a oxida¢do gerando 6xidos
biologicamente ativos que podem participar de processos citotoxicos (Ohtani et al., 1996) e
aterogénicos (Peng et al., 1991). O acumulo de lipoproteinas ricas em colesterol como a
lipoproteina de baixa densidade (LDL) no compartimento plasmdtico resulta em
hipercolesterolemia e estdo associadas com a formacdo de ateromas nas paredes das artérias
ainda na infancia. Durante o processamento, os alimentos sdo expostos a vdrios fatores
geradores destes 6xidos, como oxigénio, calor, radiacdo, entre outros (Moura e Tenuta-Filho,
2002).

A obesidade foi primeiramente reconhecida como uma condic¢io de inflamagdo cronica
de baixo grau no inicio da década de 1990 quando se constatou o aumento da expressao do gene
que codifica para a citocina pré-inflamatéria no tecido adiposo, denominada fator de necrose

tumoral-alfa (TNF-a), e reducao da sensibilidade a insulina (Hotamisligil et al., 1993; Bastos
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et al., 2009). Em individuos com obesidade, o tecido adiposo aumenta a capacidade de sintese
de moléculas com agdo pré-inflamatoria; entre os mecanismos moleculares envolvidos destaca-
se a via de sinalizag¢ao do fator de transcri¢ao nuclear kappa B (NF-KB), que pode ser ativado
por meio de espécies reativas de oxigénio, citocinas (TNF-a, IL-1) ou 4cidos graxos saturados
e, assim, aumenta a expressdo de diversos genes no adipdcito que codificam para proteinas
envolvidas na resposta inflamatéria. Sendo assim, o desequilirio do NF-KB pode elevar a
producdo de citocinas pré-inflamatérias, desencadeando um grande nimero de desordens
cronicas relacionadas a inflamagao (Beinke e Ley, 2004).

A obesidade também tem sido associada a microbiota oral e, mais especificamente, a
doenca periodontal (Pischon et al., 2007). Dentre os poucos estudos encontrados, verificou-se
que individuos com obesidade apresentaram alteracdes na microbiota oral em relacdo aos
eutroficos; o estudo de Zeigler et al. (2012) observou alteracdes na contagem de bactérias do
fluido crevicular de adolescentes, enquanto alteragdes especificas na composi¢do bacteriana
salivar foram encontradas em mulheres com sobrepeso (Goodson et al., 2009). O estudo de
Arimatsu et al. (2014) mostrou que a inoculagdo oral de Porphyromonas gingivalis em modelos
experimentais levou a alteragdes na microbiota intestinal, resisténcia a insulina e producgdo de
fatores inflamatérios. Goodson et al. (2009) sugeriram trés hipdteses a serem testadas para se
verificar a participacdo da microbiota oral no ganho de peso: aumento da eficiéncia metabdlica,
aumento do apetite ou, ainda, o redirecionamento do metabolismo energético.

Sendo assim, € de interesse verificar quais marcadores salivares estdo mais fortemente
associados com o excesso de peso na adolescéncia, dentre eles os marcadores do metabolismo
de proteinas e lipidios, niveis de vitamina D, marcadores inflamatérios e da microbiota oral, e

quais deles seriam capazes de detectar desvios e monitorar o estado nutricional do adolescente.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Caracterizacdo da saude periodontal e expressdo de citocinas inflamatoérias na obesidade

Em um estudo que avaliou jovens, individuos de meia idade e idosos observou-se que na
populacdo mais jovem a obesidade geral e abdominal estava associada ao aumento da
prevaléncia da doenca periodontal, concluindo que a obesidade poderia ser um fator de risco
potencial para esta doenga (Al-Zahrani et al., 2003). Um estudo transversal com individuos de
18 anos ou mais encontrou correlacdo positiva entre obesidade e doenca periodontal,
corroborando estes achados (Wood et al., 2003). O mecanismo bioldgico proposto se apoia no
aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatérias TNF-q, IL-1 e IL-8 encontrados no liquido
crevicular de adolescentes com obesidade em compara¢do com individuos com peso normal, o
que refletiria uma reacao hiperinflamatéria no tecido periodontal destes individuos (Lundin et
al., 2004; Modéer et al., 2009). Por outro lado, alguns autores (Saito e Shimazaki, 2007;
Ylostalo et al., 2008) ressaltaram que as evidéncias até agora disponiveis que apoiam a presenga
de um mecanismo biolégico comum entre o excesso de peso e a doenca periodontal ndo sdo
totalmente convincentes.

Entre criancas e adolescentes, a doenga periodontal mais prevalente € a gengivite
induzida por biofilme (Lopez et al., 2006); porém, a relac@o entre periodontite e obesidade em
jovens nao foi suficientemente investigada na literatura. Reeves et al. (2006) analisaram esta
possivel relagdo em adolescentes e adultos jovens com idades entre 17 e 21 anos; observaram
que o aumento de 1 kg no peso associou-se ao aumento de 6% no risco de doenga periodontal.
Da mesma forma, cada aumento de 1 cm na circunferéncia da cintura associou-se ao aumento
de 5% no risco de periodontite. Entretanto, ndo houve relacdo entre esses parametros nos
individuos de 13 a 16 anos.

Uma revisdo sistematica sobre obesidade pediatrica e doenca periodontal conduzida por
Katz et al., em 2010, relatou associagdes nao conclusivas porque apenas alguns artigos foram
elegiveis para inclusdo. Adicionalmente, uma meta-andlise mostrou uma associagdo positiva
entre a obesidade e o desenvolvimento da doenca periodontal (Chaffee et al., 2010); no entanto,
o autor ressaltou como limitagdo a existéncia de poucos estudos longitudinais de qualidade.
Saxlin et al. (2010) conduziram um estudo longitudinal no qual observaram ndo haver
evidéncias de que o sobrepeso e a obesidade pudessem ser fatores de risco significativos para
o surgimento da doenca periodontal. Estudos prospectivos adicionais para quantificar ou

mesmo entender os mecanismos desta associagdo sdo necessdrios e ndo hd evidéncias
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suficientes para fornecer diretrizes aos clinicos sobre o manejo da periodontite em individuos
com sobrepeso e obesidade.

Por outro lado, Modéer et al. (2010) investigaram se a obesidade pedidtrica estaria
associada a doenga periodontal e propuseram o IMC ajustado para idade e sexo como fator de
risco para doencas periodontais, incluindo a presenca de bolsas periodontais; adicionalmente,
Franchini et al. (2011) apresentaram resultados que sublinharam o efeito negativo do excesso
de peso e do status da obesidade na satide do tecido gengival de individuos jovens. Uma revisao
sistemdtica de Suvan et al. (2011) observou heterogeneidade entre os estudos, mas todos
relataram uma maior probabilidade de periodontite entre os individuos obesos. Em 2015, Li et
al. conduziram uma meta-andlise e sugeriram que a obesidade pode estar relacionada a alguns
sinais de doencas periodontais em criangas e adolescentes, particularmente no que diz respeito
a inflamacgdo gengival.

Por fim, Saxlin et al. (2011) mostraram, em uma ampla pesquisa, que a obesidade esta
associada a doenca periodontal, mas que a obesidade ndo era um risco para o desenvolvimento
de infec¢do periodontal para os 396 individuos obesos incluidos em um subgrupo e seguidos
por 4 anos. Como afirmado por Moura-Grec et al. (2014), os fatores de risco que predispdem
individuos com obesidade a doenca periodontal devem ser melhor esclarecidos para elucidar a
direcdo dessa associacao e mais estudos s3o necessarios para saber se de fato a obesidade agrava
o processo inflamatério gengival (Franks & Atabaki-Pasdar, 2017).

Visser (1999) observou que um maior IMC estava associado a maiores concentragoes
séricas de proteina C-reativa, mesmo entre adultos jovens de 17 a 39 anos, o que foi
posteriormente corroborado por outros estudos (Rexrode et al., 2003, Nazmi et al., 2008),
sugerindo assim um estado de inflamacao sistémica de baixo grau em individuos com excesso
de peso. Pischon et al. (2007) sugeriram que a secrecao de citocinas inflamatdrias no tecido
adiposo poderia ser desencadeada por lipopolissacarideos de bactérias periodontais gram-
negativas, levando a dislipidemia hepatica e redu¢do na sensibilidade a insulina. Esta reacdo
seria aumentada em individuos com maiores quantidades de tecido adiposo e agravaria a
condic¢do inflamatdria sist€émica predisponente ao estabelecimento ou agravamento de doencgas
inflamatorias, como a periodontite. No estudo de Nazmi (2008) que avaliou diversas variaveis
correlacionadas a niveis de proteina C reativa encontrou associacoes significativas com a idade
indicadores socioecondmicos, status de obesidade, tabagismo, ingestdo de gordura e dlcool e
transtorno psiquidtrico menor. As evidéncias mostram, dentre outras vias de inflamacgdo, o

caminho de sinalizacdo de cadeia leve de do NF-KB.
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Tantiwong (2010) e Oliveira (2011) afirmaram estar bem estabelecido que a via
IKKB/NF-KB ¢ ativada em tecidos de individuos e animais obesos. Um estudo que avaliou a
obesidade abdominal e inflamagao sistémica, concluiu que as medidas clinicas da adiposidade
abdominal fornecem dados que elucidam o estado inflamatério sist€émico dos pacientes (Brooks
et al., 2010). Um estudo com ratos obesos conduzido por Mozaffari (2011) mostrou que estes
ratos possuiam menor sensibilidade a insulina, aumento da propor¢do de NF-KB e aumento do
nivel de molécula de adesdo intercelular-1. No estudo de Kaidashev et al. (2012) os autores
afirmaram que a correlacdo entre a resisténcia a insulina, inflamacdo cronica, hipertensao
arterial, disfuncdo endotelial e dislipidemia tem sido indicada como manifestacdes de um
processo patoldgico, cuja base molecular central € a ativacdo do NF-KB. Um estudo com
camundongos adultos relatou que a via IKKB/NF-KB interrompe as células-tronco neuronais
hipotalamicas adultas para mediar um mecanismo neurodegenerativo de obesidade e pré-
diabetes (Li et al., 2012).

Em 2012, Williamson et al. descreveram a presenca de 27 biomarcadores da inflamacao,
incluindo IL-1p, agonista do receptor de IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL -9, IL-10,
IL-12, IL-13, IL-17; estes mesmos autores observaram que, dentre as 27 citocinas testadas, trés
citocinas (IL-6, IFN-y e MIP-1p) encontradas em amostras de saliva apresentaram correlacao
significativa com niveis plasmaticos. Em 2013, sugeriu-se que a falta de correlag@o entre alguns
biomarcadores de citocinas encontrados na saliva e no plasma pode ser devido ao impacto do
ambiente oral e a influéncia da imunidade local. Também foi indicado que a variabilidade nos
niveis de citocinas pode ser devido a padrdes diurnos distintos, refletindo o tempo de coleta de
saliva (Izawa et al., 2013; Riis JL et al., 2014). Um estudo em adolescentes saudaveis (11-17
anos) observou que citocinas, incluindo GM-CSF, IL-18, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12p70, TNF-a,
adiponectina e cotinina eram detectdveis na saliva. No entanto, as concentracdes de citocinas,

exceto IL-8 e IL-1pB, foram inferiores aos valores séricos (Riis et al., 2014).

Caracterizacdo fisicoquimica salivar em individuos com excesso de peso

O fluxo salivar, a capacidade tampao e as concentragdes de célcio, fosfato e fluoreto sao
importantes para a saide bucal e prevengao de doengas bucais (Hashizume et al., 2015). No
entanto, alteracdes metabdlicas podem influenciar a sintese, composi¢ao e secrecao de saliva.
Alguns estudos com base em nimero limitado de individuos com obesidade relataram um
padrdo salivar normal em comparacdo com individuos com eutrofia (Powers et al., 1982;

Epstein et al., 1996). Segundo Navazesh et al. (1996), as doencas sistémicas, assim como a
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presenca e a duracdo de tratamentos farmacoldgicos afetam significativamente o fluxo salivar
estimulado e ndo estimulado. De acordo com outro estudo, criancas com obesidade
apresentaram menor pH na saliva estimulada em comparagdo com criangas com sobrepeso,
embora os valores de pH salivar encontrados nos trés grupos avaliados estivessem dentro da
faixa considerada normal (Humphrey e Williamson, 2001).

Em 2004, Fenoll-Palomares et al. encontraram valores normais para a capacidade tampao
da saliva e taxa de fluxo salivar em pacientes com obesidade. No entanto, afirmaram que uma
taxa de fluxo salivar reduzida nestes pacientes poderia estar relacionada aos efeitos colaterais
de varios medicamentos utilizados para tratar doengas concomitantes a obesidade. Uma taxa de
fluxo salivar muito baixa associada ao IMC>25 Kg/m? foi encontrada em uma coorte de adultos
com menos de 50 anos de idade (Flink et al., 2008). Os fatores que influenciam o fluxo e a
composi¢do salivares niao estimulados incluem hidratacdo individual, postura corporal,
iluminacdo, tabagismo, ritmos circadianos e medicamentos. Marsicano et al. (2008) analisaram
o fluxo salivar de pacientes candidatos a gastroplastia (cirurgia baridtrica) e a média encontrada
foi de 0,66 m/L por minuto. Foi encontrada uma relacao significativa entre a redu¢do do fluxo
salivar e o sexo, sendo o feminino o mais afetado. De acordo com Flink (2008), a hipossalivacao
foi prevalente em adultos jovens de IMC elevado, e em individuos com mais de 50 anos, essa
alteracdo estd associada ao uso de medicamentos. Em criancas e adolescentes portadores de
diabetes do tipo 1, observou-se reducdo tanto no pH salivar quanto no fluxo de saliva ndo
estimulada (Moreira et al., 2009).

O estudo de Modéer et al. (2010) encontrou alteragdo no fluxo salivar de adolescentes
com obesidade e os resultados indicaram que a obesidade infantil esteve associada a uma taxa
de fluxo reduzida de saliva estimulada. Um estudo envolvendo 90 escolares brasileiros de 7 a
10 anos ndo encontrou diferenga na taxa de fluxo de saliva entre os grupos sobrepeso, obesidade
e controle; no entanto, apenas o grupo controle mostrou um valor médio considerado dentro da
faixa normal (Pannunzio et al., 2010). Um estudo que avaliou o fluxo salivar e secre¢do de
citocinas pro-inflamatdrias sugeriu que as alteracdes nas propriedades da saliva eram mais
evidentes nos casos em que o diabetes estava associado por um periodo longo de tempo
(Surdacka et al., 2011). Grec (2012) avaliou o fluxo salivar de pacientes candidatos a cirurgia
baridtrica encontrou hipossalivacdo em 46,7% dos individuos e apenas 28,9% apresentaram
fluxo salivar normal. Um estudo realizado em mulheres avaliou a associa¢do entre o pH e
componentes da sindrome metabodlica (Tremblay et al., 2012). Os resultados mostraram que o
pH salivar diminuiu quando o numero de componentes associados a sindrome metabdlica

aumentou e a correlagcdo entre pH salivar e as varidveis da sindrome metabdlica foi mais forte
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em mulheres no periodo de pré-menopausa. Yamashita (2013) ao estudar obesidade moérbida
em pacientes com média de idade de 37 anos, encontrou menor fluxo salivar no grupo obesidade
quando comparado aos individuos eutréficos. Este tipo de investigacdo é importante pois em
individuos com parametros salivares inorganicos alterados, baixo pH salivar e taxa de fluxo
salivar reduzida, o biofilme pode ser mais acidogénico, podendo ocorrer desmineraliza¢dao do
esmalte; portanto, esses individuos sdo mais propensos a uma satde bucal comprometida (Fiyaz
et al., 2013).

Campos et al. (2014) compararam a secrec¢do salivar de criangas de pouca idade com
eutrofia, sobrepeso e obesidade e encontraram que o fluxo de saliva e o pH néo diferiram entre
os grupos. Corroborando estes achados, Tong et al. (2014) ndo encontraram diferencas
significativas no fluxo de saliva e capacidade tampao em criangas com diferentes composi¢oes
corporais. Um estudo que avaliou pacientes submetidos a gastroplastia ndo observou diferenca
no pH salivar antes e apds seis meses de cirurgia (Hashizume et al., 2015), enquanto em
individuos com obesidade morbida, observou-se um fluxo de saliva estimulada e ndo
estimulada reduzidos (Knas et al., 2016). O estudo conduzido por Matczuk et al. (2016)
observou que uma dieta rica em gordura foi capaz de alterar significativamente a composi¢ao
lipidica das glandulas salivares, causando redu¢do do pH salivar.

Em 2008, o estudo de Higashi et al. afirmou existir uma rela¢do linear positiva entre o
nivel sérico de 25-(OH)-D3, que € convencionalmente usado como meio de avaliacao do estado
da vitamina D e o nivel salivar de 25-(OH)-D3 medido utilizando-se a cromatografia liquida
sensivel de eletro-pulverizacdo - método de espectrometria de massa. O método também
permitiu a deteccdo do aumento do nivel salivar de 25-(OH)-D3 apds a suplementagdo de
vitamina D3. Um estudo que avaliou a concentracdo de 25-hidroxivitamina D3 em saliva
estimulada e ndo estimulada pontuou que a utilizag@o de saliva estimulada deveria ser feita com
precaucdo, ja que a concentracao salivar do analito poderia sofrer modificagdo (Higashi et al.,
2013). Sadiya et al. (2014) encontraram associa¢ao de 25-(OH)-D no sangue com o IMC,
circunferéncia da cintura, massa gorda, marcadores de homeostase de cdlcio e parametros
cardiometabdlicos sugerindo um papel da vitamina D no desenvolvimento de processos
relacionados a doenca cardiometabdlica. Um estudo piloto realizado por Shah (2015) visou
determinar se a suplemantagdo de vitamina D poderia reduzir marcadores de inflamacao e risco
cardivascular. Os resultados permaneceram inconclusivos e o autor destacou a necessidade de
novos estudos dose-resposta. Um editorial sobre vitamina D e obesidade ressaltou que a relacao

entre a obesidade e insuficiéncia de vitamina D deveriam continuar a ser examinados e
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estudados, ao passo que a melhor abordagem era reduzir o problema o quanto antes, evitando
o desenvolvimento da obesidade adolescente por completo (Bialo et al., 2015).

Um estudo conduzido em adultos porto-riquenhos afirmou que aqueles com maior IMC,
circunferéncia da cintura apresentaram concentracoes plasmaticas de vitamina D
significativamente menor (Gonzélez et al., 2015). Shantavasinkul (2015) afirmou a necessidade
de estudos que relacionassem a vitamina D e massa muscular esquelética ja que, segundo o
autor, os estudos anteriores demonstraram apenas relagao entre vitamina D e adiposidade. Os
resultados afirmaram que a vitamina D era um preditor independente da porcentagem de massa
muscular esquelética de acordo com a porcentagem de gordura corporal. Outra pesquisa sugeriu
que a insuficiéncia de 25-(OH)-D estava relacionada a sindrome metabdlica através do disttirbio
do metabolismo do triacilglicerol (Kwon et al., 2015).

Cunha (2015) afirmou que os estudos encontrados na literatura indicavam uma associagao
entre cdlcio e vitamina D com obesidade infantil. Outro estudo conduzido por Wang (2016) que
avaliou a relacdo entre resisténcia a insulina e vitamina D foi encontrado em pessoas com
obesidade, tanto em adultos como em criancas. No entanto, o autor afirmou que poucas
investigacOes similares se concentraram na populacdo com peso normal e os dados
permaneceram escassos em pediatria, além de apresentarem resultados contraditérios. Estudos
atuais consideram que a obesidade estd significativamente associada a baixa concentracdo de
25-(OH)-D séricas (Liu et al., 2016; Moore et al., 2016), mesmo em criangas e adolescentes.
Um estudo realizado em adultos brasileiros entre 20-59 anos sugere que o IMC interage com
niveis séricos de 25-(OH)-D, modulando a resposta inflamatdria e afetando os niveis
plasméticos de IL-6, TNF-a e adiponectina.

Um estudo que avaliou o nivel de colesterol sérico e salivar de adultos sauddveis concluiu
que em adultos saudaveis, a concentracdo de colesterol salivar refletia a concentragdo sérica em
certa medida e pode ser usada para selecionar individuos com altos niveis de colesterol sérico
(Karjalainen et al., 1997). O estudo de Al-Rawi et al. (2011) que avaliou a saliva de voluntérios
com diabetes tipo 2 afirmou que as concentragdes de colesterol e triglicérides no soro e na saliva
foram superiores no grupo com diabetes em comparag@o com o grupo controle. Outra pesquisa
conduzida por Giuseppe et al., em 2015, determinou a presenca de colesterol em amostras
salivares e evidenciou a correlagdo entre os niveis salivares de colesterol e no soro, além de
mostrar maiores niveis salivares de colesterol nos individuos com sobrepeso/obesidade em
relacdo aos controles. Portanto, concluiu que a amostra salivar pode ser funcionalmente
equivalente ao soro no monitoramento do risco cardiovascular em individuos com

sobrepeso/obesidade.
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Subramaniam et al. (2015) concluiram que os niveis de colesterol salivar e triglicérides
foram significativamente maiores em criancas (12 a 16 anos) com diabetes mellitus tipo 1. Em
2016, Liu et al. encontraram que a concentragdo sérica de colesterol total, colesterol de
lipoproteinas de baixa densidade, glicemia e insulina em jejum e 25-(OH)-D apresentaram
diferencas significativas entre os grupos de criangas e adolescentes com e sem obesidade.

Mesmo durante a adolescéncia autores tém demonstrado os prejuizos a satde causados
pela adiposidade corporal elevada. Bouet et al. (2012) observaram alteracdes na pressao arterial,
acido trico e outros marcadores em adolescentes que apresentavam peso elevado. Tsunoda et
al. (2002) verificaram os efeitos da dieta hipocaldrica em individuos portadores de sobrepeso.
Esse tipo de dieta diminuiu de maneira indireta as concentragdes séricas de dcido urico por ter
melhorado a sensibilidade a insulina nestes individuos, e isso ocorreu independentemente da
mudanca no peso corporal ou na pressdo arterial. Um estudo que visou determinar a
concentracdo de dcido udrico na saliva humana por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccao eletroquimica amperométrica concluiu que o método pode ser usado na rotina para
determina¢do diagnodstica de 4cido urico na saliva humana. O estudo cita a importancia da
quantificacdo precisa do acido urico na saliva humana para diagndstico e terapia de gota,
hiperuricemia, sindrome de Lesch-Nyhan, dentre outras patologias (Inoue et al., 2003).

O estudo de Kim et al. (2009) obteve sucesso ao determinar simultaneamente metabdlitos
de 4cido urico na urina humana, utilizando cromatografia liquida e espectrometria de massa,
concluindo que os métodos podem ser uteis na identificacao de caminhos de estresse oxidativo
em outras amostras bioldgicas (Kim et al., 2009). Um estudo que avaliou a prevaléncia da
obesidade infantil e sua associacdo com altera¢cdes em marcadores séricos em uma populagcdo
de escolares do interior de Sao Paulo encontrou diferenca significativa na concentragdo de acido
urico entre os grupos com e sem sobrepeso (Pereira et al., 2009). Em 2011, Barbosa et al.
afirmaram que maiores concentragdes de dcido urico se associaram ao pior perfil de risco
cardiovascular e ao pior perfil de funcdo renal em uma amostra populacional nao referenciada.
Também, em um estudo que avaliou as concentracdes séricas de 4cido drico e parametros
dietéticos, antropométricos e bioquimicos de adultos selecionados para um programa de
mudanga de estilo de vida, encontrou que individuos com IMC e porcentagem de gordura
elevados tinham maiores chances de apresentar dcido trico elevado, medido em soro pelo
método quimica seca (Oliveira et al., 2010). Soukup et al. (2012) observaram que a
concentracdo de dcido trico foi significativamente maior em pacientes adultos com sindrome

metabdlica.
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Em pacientes com diabetes tipo 2, a avaliagdo salivar também encontrou concentragdes
de 4cido drico significativamente elevadas (Pendyala et al., 2013). Um estudo transversal que
incluiu 129 criangas e adolescentes observou uma associa¢do entre os niveis de dcido urico
plasmético com componentes da sindrome metabdlica e pressao arterial sistélica (Cardoso et
al., 2013). Desai et al. (2014) afirmaram que os marcadores salivares de estado antioxidante,
incluindo o 4cido urico, sdo promissores e precisam ser mais bem explorados. No estudo de
Miranda et al. (2015) que incluiu 245 criangas e adolescentes entre 8 e 18 anos com obesidade,
o aumento no nivel sérico de dcido trico apresentou correlacdo positiva com a resisténcia
insulinica em criangas e adolescentes obesos.

Silva et al. (2015) encontraram que as concentracdes de 4cido urico estavam
positivamente relacionadas a ocorréncia de sindrome metabdlica e seus componentes, com
diferencas entre os sexos. Os resultados do estudo indicaram também que o dcido urico sérico
¢ um potencial biomarcador para pacientes com risco cardiometabdlico (Silva et al., 2015).
Uma metandlise que avaliou a concentracdo de dcido urico sérico e a presenca de diabetes tipo
2 concluiu que o acido trico sérico estava associado de forma independente ao desenvolvimento
de diabetes melitos tipo 2, tanto em homens como em mulheres, em idosos e jovens, € a
resisténcia a insulina aumentou a medida que a concentracdo de dcido drico sérico basal
aumentou (Xu et al., 2016). Em contrapartida, Knas$ et al. (2016) observaram que o valor médio
de 4cido trico na saliva ndo estimulada e estimulada em pacientes obesos moérbidos foi
significativamente menor do que no grupo controle.

Um estudo recente que utilizou saliva e soro de 129 adultos jovens divididos em eutrofia,
sobrepeso e obesidade mostraram uma correlacdo entre os niveis de dcido urico salivares e
séricos (Chielle et al. 2017). Valores altos de 4acido urico sérico foram observados em
adolescentes com sobrepeso e obesos (Ghomari-Boukhatem et al., 2017). Barroso (2017), em
um estudo que avaliou o 4cido trico em saliva por meio do método enzimético de pacientes
hipertensos antes e apds o tratamento, padronizou a utilizacdo do dcido urico como marcador
do estresse oxidativo na saliva. Um estudo recente conduzido por Martinez et al. (2017)
examinou as diferencgas do sexo, idade, acido urico salivar e IMC em uma amostra de criancas
e adultos de origem mexicana. Com os resultados, os autores criaram um modelo consistente
de interacdo para examinar se o sexo modificou o efeito do IMC e dcido trico salivar em jovens
e adultos, controlando-se para a idade (Martinez et al., 2017).

Speirs, em 1966, em um estudo realizado em modelo animal observou que a alimentacao
rica em acucar tem impacto sobre o fosfato salivar e plasmético uma vez que os tecidos

precisam de fosfato para assimilar carboidrato. Pannunzio et al. (2010) observaram que criancas
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com sobrepeso e obesas apresentaram alteracdes nas concentragdes salivares de fosfato, dcido
sidlico livre e proteinas, condi¢des estas que poderiam levar ao desenvolvimento de lesdes de
carie em individuos propensos (Goodson et al., 2009, Matias et al., 2012, Zeigler et al., 2012).
No estudo de Campos et al. (2014), as concentra¢des de proteina total, amilase, ureia, fosfato,
triglicerideos e calcio ndo diferiram entre os grupos com diferentes composi¢des corporais em
criancas de 5 a 12 anos. Dos eletrdlitos salivares, o cdlcio, fosfato, bicarbonato e fluoreto sao
de particular importancia para a saiude bucal (Dawes et al., 2008) e em individuos com
composi¢do salivar inorgénica alterada, baixo pH salivar e menor fluxo salivar, seu biofilme

torna-se mais acidogénico e a desmineralizacao do esmalte pode ocorrer mais prontamente.

A composicdo microbiologica salivar e a obesidade

Um estudo que avaliou a ingestdo de alimentos doces e contagem de microrganismos
cariogénicos em mulheres mostrou que aquelas com obesidade apresentaram contagens mais
altas de Streptococcus Mutans que nao se alterou apos 10 semanas de um programa dietético
de reducdo do peso (Barkeling et al., 2001). Barkeling et al (2002) relataram ainda uma
correlacdo positiva entre o nimero de Streptococos Mutans na saliva e o IMC em mulheres.
Entretanto, Vagstrand (2007) avaliou as evidéncias para uma associacdo entre a ingestdo de
acucar e a contagem de Streptococcus mutans € Lactobacilos salivares e concluiu que a base
cientifica para essa associacdo era ainda limitada e, devido a muitos fatores confundidores, a
contagem de bactérias ndo poderia ser usada como uma medida precisa da ingestao de agticar
(Vagstrand et al., 2007).

Em adultos, a microbiota salivar foi associada a obesidade em mulheres americanas
(Goodson et al., 2009), enquanto a abundancia celular bacteriana destes microrganismos em
biofilmes subgingivais orais foi associada a obesidade em adolescentes suecos (Zeigler et al.,
2012). De acordo com Yeo et al. (2018), os lactobacilos salivares e a contagem de Streptococos
mutans de mulheres da Malasia foram associados a obesidade central, mas ndo ao
comportamento alimentar doce e as varidveis menstruais. A andlise dos microbiomas salivares
pode ser util para o melhor entendimento e acompanhamento de doengas cronicas como a
obesidade (Yeo et al., 2018) e, uma vez que quantidades considerdveis de células bacterianas
sao deglutidas diariamente juntamente com saliva (Socransky et al., 2005), a microbiota salivar
pode ter influéncia na composi¢do da microbiota intestinal e relacionar-se com o ganho de peso

(Arimatsu et al., 2014; Yeo et al., 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yeo%20WZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29222886
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Hashizume et al. (2015) avaliaram o impacto da gastroplastia na composicdo salivar de
pacientes com obesidade moérbida e sugeriu que os niveis salivares de Streptococos mutans
aumentaram apds a cirurgia; houve também um aumento significativo nos niveis de
Streptococos mutans na saliva desses pacientes apds 6 meses em compara¢ao com a contagem
antes da cirurgia. Por outro lado, no estudo de Tong et al. (2014), criangas com obesidade ndo
mostraram diferengas significativas nos indices de cdrie dentdria, taxas de fluxo de saliva,
capacidade tampao, Streptococcus mutans e contagem de unidades formadoras de lactobacilos
salivares em comparaciao com criangas com peso normal.

Santacruz et al. (2009) conduziram um estudo da influéncia de um programa de perda de
peso na microbiota intestinal de adolescentes com idades entre 13 e 15 anos; a intervengao
levou ao aumento das contagens do grupo Bacteroides fragilis e do grupo Lactobacillus, além
de uma diminuicdo nos grupos de Clostridium coccoides, Bifidobacterium longum e
Bifidobacterium. O grupo com maior perda de peso apresentou niveis menores de
Bifidobacterium quando comparado ao grupo que perdeu menos peso apds a intervencao.

Balamurugan et al. (2010) examinaram a composicao da microbiota fecal em criangas
com e sem obesidade de 11-14 anos. Nao foi observada diferenca significativa entre os dois
grupos na quantificacio de Bacteroides-Prevotella, espécies de Bifidobacterium, Lactobacillus
acidophilus ou Eubacterium rectale, enquanto a quantidade de Faecalibacterium prausnitzii
estava aumentada em criangas com obesidade. Shillitoe et al. (2012) destacaram que embora a
associacao clinica entre obesidade e suas comorbidades seja consistente com alteracdes na flora
intestinal, seus mecanismos permanecem obscuros. A interpretacdo dos dados € complicada
pelo fato de os pacientes ganharem e perderem peso lentamente e, em contrapartida, mudancas
na adiposidade, controle glicémico, flora microbiana e os marcadores inflamatérios ocorrem
simultaneamente. O autor destacou ainda que os niveis de Bifidobacteria na boca parecem
refletir aqueles do trato gastrointestinal inferior; porém, afirmam a necessidade de mais estudos
e com melhor delineamento.

Outro estudo que visou destacar a contribui¢io da microbiota intestinal para a
modulacdo do metabolismo do hospedeiro utilizando-se de prebiético em mulheres com
obesidade concluiu que o tratamento, ao contrdrio do placebo, levou ao aumento de
Bifidobacterium e Faecalibacterium prausnitzii; ambas as bactérias se correlacionaram
negativamente com os niveis séricos de lipopolissacarideos. No entanto, o prebidtico levou a
mudancas sutis na microbiota intestinal que poderiam afetar de forma importante varios outros

metabolitos importantes implicados na obesidade e/ou diabetes (Dewulf et al., 2013).
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Larsen et al. (2013) avaliaram o efeito do Lactobacillus salivarius 1.s-33 sobre a
microbiota fecal em adolescentes obesos. Como resultado, o autor sugeriu que o nimero de
células de bactérias fecais, incluindo Bifidobacterium, nao se alteraram com a intervengao,
porém outros microrganismos apresentaram resultados significativos concluindo que L.
salivarius Ls-33 pode modificar a microbiota fecal em adolescentes obesos de forma ndo
relacionada a sindrome metabdlica. Outro estudo que determinou variagdes na concentragdo de
dcidos graxos de cadeia curta fecal em mulheres com obesidade tratadas com prebidticos do
tipo Inulina concluiu que o consumo do prebiético modulou seletivamente Bifidobacterium spp.
e diminuiu a concentragdo de 4cidos graxos de cadeia fecal (Salazar et al., 2015).

Hollister et al. (2015) compararam o microbioma intestinal pedidtrico sauddvel com o de
adultos saudaveis e observaram que, dentre outros achados, as criancas apresentaram taxas
superiores de Bifidobacterium spp. e Faecalibacterium spp. Os resultados sugerem que o
microbioma de intestino pediatrico sauddvel possui composi¢do funcional que difere da de
adultos saudaveis (Hollister et al. 2015).

Ao afirmar que habitos alimentares influenciavam fortemente a microbiota intestinal,
Mayorga Reyes et al. (2016) compararam e correlacionaram a abundéncia de Firmicutes e
Bacteroidetes phyla, algumas bactérias representativas desses filos, como Bacteroides
thetaiotaomicron, Prevotella, Faecalibacterium prausnitzii, Clostridium leptum e
Bifidobacterium longum, Actinobacteria phylum em adultos jovens com a ingestdo de seus
alimentos e sugeriu que a dieta rica em 4cidos graxos insaturados e fibras promoveu uma
abundante populacao de bactérias consideradas benéficas, como B. longum e Bacteroidetes. No
entanto, ressaltaram que os resultados deveriam ser considerados com cautela devido ao niimero
de individuos estudados e que s6 poderiam ser validos para a populacdo estudada.

Hou et al. (2017) investigaram as diferencas na microbiota intestinal de criangas com
obesidade, comparando-as com um grupo sauddvel em uma coorte; as quantidades de
Bifidobacterium e Lactobacillus aumentaram entre as criancas durante o processo de perda de
peso e, com isso, 0os autores sugeriram que estes géneros poderiam ser utilizados como
indicadores de saide entre criangas obesas, bem como poderiam ser incorporados a prebidticos
ou probidticos no tratamento da obesidade. De acordo com Baskaran et al. (2018), alteragdes
genéticas, epigenéticas e na microbiota influenciam a obesidade infantil; a microbiota intestinal
€ um importante regulador do peso corporal e as espécies de Bifidobacterium melhoram o
estado metabodlico. Adicionalmente, mudangas no estilo de vida permanecem ainda como

principal forma de manejo da obesidade infantil.
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A partir da literatura revista, pode-se perceber a falta de estudos que tivessem avaliado as
diferengas nas caracteristicas da microbiota oral em individuos com e sem excesso de peso, em
especial em individuos jovens. As condi¢des de saide bucal impactam a composi¢do

microbiana oral e deve ser considerada.
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3. PROPOSICAO

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a saide bucal e a composi¢do salivar de
adolescentes classificados como tendo eutrofia, sobrepeso e obesidade e verificar, dentre os
parametros avaliados, quais seriam capazes de detectar desvios e/ou monitorar o estado
nutricional do adolescente.

Especificamente, foram avaliados:

- composicdo corporal em termos de estatura, peso, porcentagem de gordura e massa de
musculo esquelético;

- presenca de gengivite;

- fluxo e pH salivares;

- expressao do fator nuclear Kappa B em saliva;

- concentragdo salivar de colesterol, 7-cetocolesterol, 25-hidroxivitamina D2 e D3 e 4cido urico;
- concentragdo salivar de fésforo, ureia e cdlcio;

- quantificacdo de Streptococcus mutans e Bifidobacteria em saliva ndo estimulada.
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4. MATERIAL E METODOS

Amostra

O tamanho amostral foi definido com base em dois estudos que avaliaram a deficiéncia de
vitamina D em adultos obesos (Moy e Bulgida, 2011) e a contagem de bactérias do biofilme
subgengival de adolescentes obesos (Zeigler et al., 2012). Levando-se em consideracdo os
resultados obtidos nos dois estudos, poder do teste de 80% e nivel alfa de 0,05, um minimo de 200
individuos deveria compor o estudo, os quais seriam classificados de acordo com a presenga ou
auséncia de excesso de peso e quanto ao sexo.

Foram incluidos um total de 248 adolescentes, selecionados em 12 escolas publicas do
municipio de Piracicaba (SP) entre os anos de 2014/2015 e que entregaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e Termo de Assentimento devidamente preenchidos. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da faculdade de Odontologia de Piracicaba

(UNICAMP), sob protocolo n. 152/2014

Anamnese

A ficha de anamnese foi estruturada com o objetivo de verificar o histérico dentdrio e
médico e perfil de uso de medicamentos. Além disso, os voluntdrios do sexo feminino foram
questionados quanto a data da menarca e ao uso e tipo de medicamento contraceptivo.

Os fatores de inclusdo foram: adolescentes de ambos os sexos € meninas que tivessem
passado pela menarca. Os fatores de exclusdo da amostra foram: presenca de cavidades de cérie
e perdas dentérias, doenca periodontal, doencas crOnicas como epilepsia, cancer, artrite
reumatoide, hipertensdo ou diabete mellitus; uso cronico de medicamentos, tais como
benzodiazepinicos, antiinflamatdrios, corticoide, antidepressivo e contraceptivo oral, uso de
tabaco ou drogas ilicitas, uso de antibidticos nos ultimos trés meses € comportamento
inadequado e/ou recusa em colaborar com as atividades propostas. O uso de anticoncepcional

também foi considerado critério de exclusio.

Exame Bucal

O exame clinico bucal foi realizado na escola, em uma sala bem iluminada, utilizando-se
espelho, sonda de ponta romba, além de equipamentos de protec¢do individual (gorro, mascara,
jaleco e luvas). Para a avaliagdo da presenca de cdrie, foi utilizado o indice CPO-D (total de
dentes cariados, perdidos e obturados) seguindo os critérios da Organizacao Mundial de Satde

(WHO, 1997), por uma examinadora calibrada (coeficiente Kappa = 0,97). O critério de
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inclusdo foi a presenca de denti¢do permanente completa e higida, com excecao dos terceiros
molares.

Diagnéstico de gengivite: a autopercep¢do de gengivite foi avaliada por meio de
entrevista com o adolescente, apresentando duas perguntas qualitativas (sim ou ndo), sendo
considerados os relatos referentes ao periodo atual. As questdes abrangerdo informagdes sobre:
 Sangramento gengival espontaneo (sim/ndo);

» Sangramento gengival ao escovar os dentes (sim/ndo).

Estas questdes foram baseadas em estudos prévios realizados em criancas e adolescentes
(Kallio et al., 1994 e 1996; Taani e Alhaija, 2003). A forma de aplicacdo das questdes e os
termos utilizados influenciam na validade dos dados obtidos (Blicher et al., 2005). Para
avaliacdo do autorrelato nesta populacio, a literatura sugere a utilizacao do termo ““sangramento
gengival” ao invés do termo “gengivite” (Kallio et al., 1994) e aplicagcdo simples (p.ex.,
perguntas qualitativas) para individuos de baixo nivel socioeconémico (Blicher et al., 2005).

O relato dos sujeitos sobre a presenca de gengivite foi complementado pelo exame clinico
da condicao gengival. O diagnodstico clinico de gengivite foi constatado pela presenca de
sangramento a sondagem, utilizando-se o Indice Periodontal Comunitério (IPC) (WHO, 1997).
Os dentes indices (16, 11, 26, 36, 31, 46) representativos de cada sextante bucal foram
examinados por meio da insercdo da sonda periodontal da OMS (20 gramas, o que equivale a
colocar a ponta da sonda sobre a unha do polegar e pressionar até obter ligeira isquemia) no
sulco gengival dos elementos dentdrios acima, com a finalidade de detectar a presenca de
sangramento. O tempo de observagao utilizado apos a sondagem para o sangramento foi de 10
a 30 segundos. Seis pontos de cada elemento foram examinados: distovestibular,
mediovestibular, mesiovestibular, distolingual, mediolingual e mesiolingual. Os dentes que
apresentaram sangramento em qualquer um destes pontos recebeu escore 1. A auséncia de
sangramento recebeu o escore zero.

Assim, o diagndstico de gengivite somente foi considerado quando obteve resultado
positivo em pelo menos uma questao subjetiva e na presenga de sangramento a sondagem em

ao menos um sextante (Lang et al., 1990).

Avaliacao Nutricional
A avaliacdo antropométrica e nutricional envolveu as medidas de estatura, peso, massa
de gordura e massa de musculo esquelético corporal por meio de um estadiometro digital e

andlise de impedancia bioelétrica. O indice de massa corporal (IMC=Kg/m?) foi determinado a
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fim de classificar a amostra selecionada em eutrofia, sobrepeso e obesidade de acordo com os
dados de referéncia IMC-para-idade e sexo (5-19 anos) (WHO, 2007).

Para quantificar a massa de gordura, massa de musculo esquelético corporal e massa de
dgua intra e extracelular foi utilizada a andlise por impedancia bioelétrica (InBody 230,
Biospace Co. Ltd., Gangnan-gu, Seul, Coréia do Sul). O sistema de medicao € tetra-polar com
oito eletrodos tacteis, dois conjuntos de eletrodos na forma de placas metdlicas para cada pé,
sobre os quais o sujeito se posiciona. No alto da coluna da balanca encontram-se duas pecas
para as maos que foram apreendidas pelo sujeito no momento da andlise. Os adolescentes foram
posicionados em pé, com os bracos e pernas estendidos, de acordo com o manual do
equipamento. As andlises foram realizadas pela manha, sem que o sujeito tivesse se exercitado
ou se alimentado previamente (pelo menos duas horas apds a ultima refeicao).

A classificacdo da amostra também foi realizada de acordo com a porcentagem de gordura
corporal avaliada pela impedancia bioelétrica seguindo os parametros propostos pelo estudo de
Ramirez-Vélez et al. (2017), o qual incluiu jovens estudantes colombianos. Os seguintes pontos
de corte foram adotados: 38,95% de gordura corporal para meninas e 25,55% de gordura

corporal para meninos (Ramirez-Vélez et al., 2017).

Coleta Salivar

Coletas de saliva ndo estimulada e estimulada foram realizadas nas escolas pela manha, entre
8:00 e 10:00 horas, pelo menos 2 horas ap6s a ultima refeicdo e 1 hora apds a higiene oral, pelo
método da drenagem.

Saliva ndo estimulada: O sujeito, sentado confortavelmente numa cadeira, num ambiente bem
ventilado e arejado e com a cabecga ligeiramente inclinada para frente, sem deglutir, permitiu que a
saliva acumulada no assoalho da boca por cinco minutos gotejasse num tubo previamente pesado
acoplado a um funil e mergulhado em gelo picado. 1,0 ml misturado com 1 ml de solugéo
preservante (RNAlater, Ambion) para isolamento de RNA e avaliacdo do perfil de expressdo de
NF-KB; 1 ml para isolamento de DNA para anélise microbioldgica; o volume de saliva excedente
foi armazenado como amostra reserva contendo solugdo preservante (RNAlater, Ambion).

Para determinagdo de de colesterol, 7-cetocolesterol, dcido urico e 25-hidroxivitamina D2 e
D3 salivares os voluntdrios realizaram coleta de saliva com 12 horas de jejum. As amostras de saliva
foram coletadas em casa por mastigacao de roletes de algodao por dois minutos, até serem saturados
com saliva (Salivettes, Sarstedt, Numbrecht, Alemanha). Depois de mastigar, os rolos de algodao

foram colocados no tubo de plastico de uma salivette. As amostras foram transportadas em gelo
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para o laboratério no mesmo dia e foram centrifugadas (a 3500 rpm por 5 min) e armazenadas a -
80 ° C até a andlise.

Saliva estimulada: A coleta de saliva mista por estimulo foi realizada por via mecénica, pela
mastigacdo de 0,3g de Parafilm (Parafilm, Merifeld, EUA), numa frequéncia de aproximadamente
70 mastigagGes por minuto, por 5 minutos. Em seguida a avaliacdo do fluxo salivar, o pH da saliva
sobrenadante foi mensurado digitalmente por meio de pHmetro portétil (Thermo Scientific Orion 3
Star, Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). Inicialmente, foi realizada a calibragdo do aparelho
usando-se solucdes-tampdo com pH 4,0 e 7,0. A seguir, o ponteiro mensor do aparelho foi
mergulhado no tubo de Falcon contendo a saliva durante 30 segundos, sendo feita a leitura
automadtica do pH (Eckley e Costa, 2006).

Os tubos eppendorfs contendo as aliquotas de saliva foram levados para armazenamento em
freezer -40°C (andlise microbioldgica) e -80°C (andlise bioquimica e de expressdo génica). As
voluntdrias do sexo feminino foram avaliadas na semana mais estdvel do ciclo menstrual, ou seja,
a fase folicular (3. ao 5. dia do ciclo). Todos os voluntarios foram orientados a evitar o consumo de

alcool e a prética de exercicios fisicos no dia anterior ao da coleta.

Determinacao da concentracao de colesterol, 7-cetocolesterol e acido drico salivar

A concentragdo do colesterol e 7-cetocolesterol na saliva dos voluntdrios foram
determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Para o preparo da amostra,
200 pL de saliva e 300 puL de agua foram homogeneizados no vortex por 1 minuto com 3000
pL cloroféormio/metanol (2:1) gelado e centrifugado a 2500 rpm por 5 minutos a 4°C. A fase
contendo o cloroférmio foi retirada e transferida para um tubo novo o qual foi secado sob fluxo
de nitrogénio no banho-maria a 37°C. Apds a secagem, a amostra foi ressuspendida em 200 uLL
de fase movel e transferida para o vial do HPLC. O colesterol e 7-cetocolesterol foram
quantificados por HPLC utilizando o sistema analitico da Shimadzu constituido pelo
controlador CBM-20A, bomba LC-10Ai, injetor automatico SIL-10Ai e detector DAD SPD-
M20A. A coluna utilizada foi a ODS C18 (159 mm x 4,6 mm) e fase mdvel composta por
hexano:isopropanol (90:10). A corrida se deu com fluxo de 1 ml/min com a coluna sob a
temperatura de 35°C e detector ajustado para leitura em 206 nm (colesterol) e 233 nm (7-
cetocolesterol). As concentragdes foram entdo expressas em pug/mL de saliva.

Para a determinacdo de 4cido urico, as amostras de saliva foram desproteinizadas com
acido perclorico 10%, centrifugadas e o sobrenadante injetado no HPLC. O sistema de
cromatografia liquida consistiu de uma bomba quaterndria, detector UV/Vis, injetor

automdtico, porta-amostra com temperatura controlada, forno para coluna e software para
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aquisicdo dos dados. A separagdo cromatografica foi realizada utilizando coluna de fase reversa
C18 (250 x 4,6 mm com poro de 5 um de didmetro de particula) e pré-coluna (5 x 4 mm, 5 um
de diametro de particula). A fase mével foi composta por 25 mM de NaH2PO4 e 0,00125% de
NaN3 e ajustada a pH 2,5 com dcido orto-fosférico. As andlises foram realizadas com a coluna
a 30°C, fluxo de 1 mL/min e leitura em 245 nm. As concentragdes foram expressas em mg/dL

de saliva.

Determinacio da concentracio 25-hidroxivitamina D2 e 25 hidroxivitamina D3 salivares

As concentragdes de 25-hidroxivitamina D2 e D3 também foram quantificadas na saliva
dos voluntdrios por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Para o preparo da amostra, foram
adicionados em um tubo de ensaio 500 ul de amostra de saliva e 500 ul da mistura
metanol:isopropanol. A mistura resultante fo1 homogeneizada em vdrtex por 30 segundos e
mantida em repouso por 10 minutos no gelo. Na sequéncia foram adicionados 4 ml de hexano,
seguido de nova homogeneizacdo em vortex por 30 segundos e centrifugacdo a 3000 rpm por
10 minutos a 4°C. A fase organica foi transferida para um novo tubo e secada sob fluxo de
nitrogénio em banho-maria a 37°C. Em seguida, o tubo seco foi ressuspendido em 100 uL de
fase movel. A fase movel foi composta por metanol: dgua (80:20) e a corrida se deu com um
fluxo de 1,0 mL/min com leitura em 263 nm. O sistema cromatogrifico foi composto pelo
sistema analitico da Shimadzu constituido pelo controlador CBM-20A, bomba LC-10A1, injetor
automatico SIL-10Ai, detector DAD SPD-M20A e coluna ODS C18 (159 mm x 4,6 mm). O
limite de detec¢do do método foi de 0,5 ng/ml, considerando que a amostra foi concentrada 5

vezes para quantificacdo.

Determinacao das concentracoes de fosforo, cilcio e ureia

A andlise bioquimica foi realizada em duplicata utilizando-se técnica automatizada
(Flexor E6002-190 Clinical Chemistry Analyzer, Vital Scientific, Dieren, Suica), no
Laboratério de Anélises Clinicas da Faculdade de Medicina do ABC (Santo André, SP). A
concentracdo de ureia foi determinada pelo método enzimatico, enquanto as concentracdes de
fosforo e cdlcio foram determinadas por métodos colorimétricos (ELI Tech, Seppim SA, SEES,
Franca). Amostras de concentracdes conhecidas fornecidas pela Sociedade Brasileira de
Patologia Clinica e Medicina de Laboratério foram utilizadas como padrio para calibrar o
sistema automatizado. Os parametros adotados foram: média de fosforo sérico=3,89 mg/dL /
faixa = 3,31-447 mg/dL; média de célcio sérico=8,20 mg/dL / faixa = 7,21-9,18 mg/dL; média
ureia sérica = 44,3 mg/dL / faixa = 37,6-50,9 mg/dL (Campos et al., 2014).
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Perfil de expressao de NF-Kappa B

Cerca de 1,0 mL de saliva com solugao preservante foi transferida para um tubo conico e
a extragdo foi realizada com o reagente TRIzol, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

A massa e a pureza do RNA foram mensuradas por espectrofotometria. Foram
consideradas validas amostras com razao 260/230 e 260/280 entre 1,8 ¢ 2,0. O cDNA foi
sintetizado com o Kit QuantiNova Reverse Transcription (Quiagen), a partir de 1pg de RNA
total. A expressdo génica foi avaliada por meio do RT-qPCR com uso de SYBR Green.

Os primers foram confeccionados utilizando-se a plataforma Primer-Blast disponivel em

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. A sequéncia do primer encontra-se descrita

no quadro 1. As seguintes condi¢des de reacdo para RT-qPCR foram utilizadas: 7,5 ul SYBR
Green PCR Master Mix (SABioscience), 0,3 ul dos primers foward e reverse (0,25uM), 5,9 ul
agua e 1 ul de cDNA, com a seguinte condi¢do de ciclagem: 95°C, 10 minutos; 40 ciclos de (95
°C, 15 segundos; 60°C, 60 segundos). O equipamento utilizado foi o Applied Biosystem 7500.

O gene referéncia utilizado para normalizacdo dos valores de expressao do NF-Kappa B

foi o B-Actina, cuja sequéncia do primer encontra-se descrita no quadro 1.

Forward Reverse Pb
NF-KB CATCCCATGGTGGACTACCT CTCTGTCATTCGTGCTTCCA 100
B-actina CCCTGGAGAAGAGCTACGAG | CAATGCCAGGGTACATGGTG 100

Quadrol. Sequéncias dos primers utilizados no estudo para o fator NF-Kappa B.

Avaliacao microbioldgica salivar

Para a detec¢do e quantificacdo de microrganismos, o DNA das amostras de saliva nao
estimulada foi isolado e submetido a reacdes de PCR quantitativo (qQPCR). Para o isolamento
de DNA gendmico, 1 ml de saliva foi centrifugado (13,000 x g / 10 minutos/ 4°C) e o
sobrenadante descartado. O precipitado foi suspenso com 500 ul de TE (50 mM Tris, 10 mM
EDTA, pH 8.0) e 1,5 pl de propidio monoazida (PMA: 20 mM em 20% dimetilsulfoxido;
Biotium, Hayward, CA) (Nocker et al., 2007). Ap6s incubagdo por 5 min no escuro, as amostras
foram expostas a luz (600W) por 3 min. Apds a ligacdo cruzada induzida por luz, as amostras
foram centrifugadas (5,000 x g/ 5 min) e o sobrenadante descartado. O precipitado foi suspenso
com 100 pl de tampao TE, 10,9 pl lisozima (estoque 100 mg/mL) e 5 pl mutanolisina (estoque
5 U/uL). Esta suspensao foi incubada a 37°C por 30 min.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Em seguida, o DNA foi isolado com o MasterPure DNA purification kit (Epicenter
Technologies, Madison, Wis.) seguindo as recomendagdes do fabricante. A qualidade do DNA
foi avaliada com gel de agarose. A quantidade e a pureza do DNA foram avaliadas por
OD260nm e pela razdo OD260/280nm, respectivamente. Para quantificacdo microbiana, dez
pictogramas de DNA gendmico de cada amostra e os controles negativos (sem DNA) foram
misturados com iQ SYBR Green supermix (Bio-Rad Laboratories) e primers espécie
especificos (para cada um dos microrganismos listados no quadro 2) e amplificados com o
sistema CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System, BioRad.

As curvas padrao foram baseadas no tamanho do genoma de cada microrganismo a ser
detectado, segundo descrigao por Dolezel et al. (2003); especificamente, uma copia do genoma
representa uma célula de cada organismo. Esta curva foi utilizada para transformar os valores
do critical threshold cycle (Ct) em relacdo ao numero de células. As curvas padrdo foram
construidas usando DNA gendmico das cepas padraio ATCC (American Type Culture
Collection). Os dados foram apresentados como proporcao de cada espécie em relacdo a carga

bacteriana total, a qual foi determinada pelo uso de primer universal da regido 16S rRNA.

Microrganismo Sequéncia dos Primers Importancia na Primers
cavidade oral e na
obesidade

Referéncia para o cdlculo | Fierer et al., 2005
da proporg¢éo dos
microrganismos em
R: ATTACCGCGGCTGCTGG estudo

“Todas as bactérias” ou | F: ACTCCTACGGGAGGCAGCAG
carga bacteriana total

Este género estd Guo et al., 2008
associado com a
microbiota do trato
gastrointestinal,

incluindo microbiota oral
Bifidobacteria F: CTCCTGGAAACGGGTGG em pacientes sem quadro

R: GGTGTTCTTCCCGATATCTACA de obesidade ou quando
da melhora do quadro

desta condi¢do cronica
(Shillitoe et al., 2012)

Um dos principais Chen et al., 2007
patégenos da cdrie

Streptococcus mutans F: TCGCGAAAAAGATAAACAAACA dentari
entaria.

R: GCCCCTTCACAGTTGGTTAG

Quadro 2. Microrganismos de interesse para deteccao e quantificaciao via qPCR.
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Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente por meio dos softwares SigmaPlot 11.0
(Systat Software, Alemanha) e SPSS 24.0 (IBM Corp., NY, EUA), considerando-se um nivel
alfa de 5%.

A estatistica exploratéria consistiu de médias, desvio padrao, medianas e quartis. A
normalidade foi testada pelo teste Shapiro Wilk ou Kolmogorov-Smirnov, além da observagao
dos graficos Quartil-quartil-plot (QQ-plot); as varidveis que ndo apresentaram distribuicao
normal foram transformadas pelo logaritmo natural (In).

A andlise da saude bucal foi realizada pela frequéncia de sangramento e gengivite nos
grupos de eutrofia, sobrepeso e obesidade utilizando-se o teste Qui-quadrado de independéncia,
enquanto o nimero de sextantes que apresentaram sangramento a sondagem foi comparado
entre estes grupos pelo teste de Kruskal-Wallis, considerando-se os sexos separadamente.

Para a avaliagdo fisicoquimica salivar, foi utilizado o teste ANOVA de duas vias (e pds-
teste de Bonferroni) para verificar o efeito grupo (considerado como abaixo ou acima do ponto
de corte para porcentagem de gordura corporal) e sexo (masculino e feminino) e a interacdo
entre estes fatores na variancia observada dos marcadores salivares em estudo; foram também
obtidos o tamanho do efeito (Eta parcial quadrado) e poder do teste. Previamente, os resultados
do teste de homogeneidade (teste de Levene) foram avaliados como premissa da andlise de
variancia.

Adicionalmente, um modelo de regressdao linear multipla foi ajustado pelo método
hierarquico para obter um modelo preditivo da porcentagem de gordura corporal (como varidvel
dependente), considerando como varidveis explicativas a idade, sexo (masculino=0 e
feminino=1) e os marcadores salivares em estudo. Para o ajuste do modelo final, foram
consideradas as mudangas no R? e na estatistica F a cada nova varidvel independente
adicionada, assim como as premissas do teste: normalidade, colinearidade (VIF e tolerancia) e
homocedasticidade (avalia¢do de residuos).

Os resultados da andlise microbioldgica salivar foram analisados utilizando-se o teste
ANOVA de trés vias (e pds-teste de Bonferroni) para verificar o efeito grupo (considerado
como tendo eutrofia, sobrepeso ou obesidade), sexo (masculino e feminino) e presenga de
gengivite e a interacdo entre estes trés fatores, tendo como varidveis dependentes a porcentagem

de S. mutans e a porcentagem de Bifidobacteria em relagdo a carga bacteriana total.
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5. RESULTADOS

Caracterizacdo da amostra quanto a composigcdo corporal, satide bucal e expressao do fator

nuclear Kappa B em saliva

A Tabela 1 mostra as caracteristicas fisicas e da composi¢ao corporal dos voluntarios

incluidos e classificados como tendo eutrofia, sobrepeso e obesidade.

Tabela 1. Caracterizacao da amostra quanto a composi¢cao corporal

% de Massa Massa de Massa de
% de . .
Idade IMC gordura muscular agua agua
N gordura o .
G (Kg/m2) corporal do esquelética intracelular extracelular
rupos P tronco  (Kg) (Kg) (Kg)
Média t";ml/ Média Média Média  Média Média Média
(DP) valido) (DP) (DP) (DP) (DP) (DP) (DP)
20,22 26,23 26,26 20,98 17,62 10,88
Meninas 15,69 66/65 ; ? ’ ; ’ ;
cutrofia (0.86) (2,23) (5,48) (5,93) 2,73) (2,09) (1,27)
Meninos 15,53 76/73 20,17 13,95 13,12 28,80 23,61 14,33
eutrofia (0,68) (2,18) (5,67) (6,68) (4,89) (3,74) (2,04)
Meninas 16,06 30/29 26,27 38,31 39,78 22,45 27,27 13,02
sobrepeso  (0,54) (2,04) 4,23) (5,54) (5,29) (3,69) (5,99)
Meninos 15,12 32/30 25,58 23,37 25,60 33,56 18,75 16,34
sobrepeso 0,51) (1,40) (4,89) (5,07) (4,80) (4,05) (2,10)
Meninas 16,32 2321 33,51 45,83 45,65 26,83 22,10 13,47
obesidade (1,00) (4,46) (3,74) 2,75) (3,77 (2,90) (1,64)
Meninos 15,70 2121 31,26 33,12 35,46 36,57 29,57 17,73
obesidade (1,12) (3,54) (5,26) 4,75) (5,55) (4,26) (2,52)

As caracteristicas dos grupos quanto a presenca de sangramento gengival e a presenca de
gengivite segundo os critérios adotados pelo estudo estdo mostradas na Tabela 2. Nao houve
diferenca na frequéncia de sangramento gengival nem de gengivite entre os grupos,
considerando-se o fator sexo separadamente. Também ndo houve diferenca no nimero de

sextantes com sangramento entre oS grupos.
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Tabela 2. Caracterizaciao da satide bucal quanto a presenca de sangramento gengival,
gengivite e expressao do marcador inflamatorio NF Kappa B salivar

P Fator de
Sangramento . . Nuamero de .
Sangramento . Gengivite transcricao de
. gengival ao sextantes com . ~
Grupos gengival (autorrelato e inflamacao
A escovar os . sangramento
espontaneo dentes clinico) A sondagem NF-KB
g 27-ACt
Média (DP) Média (DP)
(n total-n vdlido) (n total-n vdlido) (n total-n vdlido) (n total-n vdlido) (n total-n vdlido)
Meninas 15,38% 32,31% 18,46% 0,57 (0,79) 0,006 (0,009)
eutrofia (66-66) (66-66) (66-66) (66-66) (51-18)
Meninos 2,63% 27,63% 9,33% 0,46 (0,70) 0,203 (1,004)
eutrofia (76-76) (76-76) (76-76) (76-76) (48-28)
Meninas 13,79% 51,72% 24.14% 1,03 (1,27) 0,002 (0,003)
sobrepeso (30-30) (30-30) (30-30) (30-30) (23-5)
Meninos 6,25% 43,75% 15,63% 0,66 (1,00) 0,008 (0,020)
sobrepeso (32-32) (32-32) (32-32) (32-32) (30-8)
Meninas 16,00% 48,00% 20,00% 0,80 (1,04) 0,006 (0,016)
obesidade (23-23) (23-23) (23-23) (23-23) (20-8)
Meninos 14,29% 42,86% 28,57% 0,76 (0,94) 0,002 (0,003)
obesidade (21-21) (21-21) (21-21) (21-21) (20-6)
27-ACt: método de andlise de expressdo génica

p>0,05

Os resultados obtidos para o fator de transcricdo de inflamacdo NF-KB ndo foram
testados estatisticamente devido ao nimero pequeno de amostras que amplificaram por grupo
(38% do total de amostras). A propor¢ao entre o nimero de amostras testadas e o numero de
amostras amplificadas foi mostrado na Tabela 2. Entretanto, a expressdo de Pactina foi

observada em todas as amostras salivares, validando a técnica e a qualidade do RNA utilizados.

Avaliagado fisicoquimica salivar e obtengdo de modelo preditivo para porcentagem de gordura

A Tabela 3 mostra os resultados da anélise univariada de variancia (ANOVA de duas
vias) utilizada no estudo dos marcadores salivares de acordo com a porcentagem de gordura
corporal, tendo como fatores o grupo e o sexo. O efeito de interacdo entre os fatores também
foi avaliado, assim como o tamanho do efeito (Eta parcial quadrado) e poder do teste para os

modelos.
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Os resultados encontrados indicaram um efeito significativo do fator grupo no fluxo
salivar estimulado, que foi menor no grupo de voluntérios que estavam acima do ponto de corte
para a porcentagem de gordura, embora com um tamanho do efeito pequeno (eta parcial
quadrado =0,019) e baixo poder do teste (52,3%). E importante mencionar que ambos o0s grupos
apresentaram um fluxo salivar médio acima de 1 mL por minuto, portanto deve-se considerar
este resultado dentro do contexto clinico.

Os resultados mostraram também um efeito moderado do fator sexo e do fator grupo sobre
a concentracdo salivar de dcido urico (tamanho do efeito = 0,086 e poder do teste = 99% para
o fator sexo e tamanho do efeito = 0,038 e poder do teste = 78% para o fator grupo), cujas
concentracdes estavam aumentadas em adolescentes com maior porcentagem de gordura e
naqueles do sexo masculino. Ndo houve interacdo sobre os fatores, o que significa que o efeito
do sexo e do grupo sdo independentes para o dcido trico salivar. O gréfico de interagdo obtido

corresponde a Figura 1.
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Tabela 3. Efeito grupo*sexo na concentracio de marcadores salivares segundo a porcentagem de gordura corporal (% GC): modelo

linear geral de duas vias

Fluxo

L. p Calcio
25-hidroxi-  25-hidroxi- Oxido do Acido 5 ;
G Jo BGC pH salivar 3 Colesterol lesterol Fosforo Ureia
rupo segundo % vitamina D2 vitamina D colestero drico
salivar  estimulado (ng/L) (mgfdL) (mg/dL) (mg/dL)
) (ng/mL) (ng/mL) (ng/L) (mg/dL)
(mL/min)
nvilidom total ~ 172/150 172/149 172/76 172/99 172/137 172/137 172/140 172/116 172/114 172/106
Abaixo do ponto
7,21 143321 61,69 2,39 11,02 28,66 1,10
de corte Média (DP) 1,33 (0,64) 1,67 (0,71) 4,08 (3,15)
(0,46) (1476,87) (54,52) (1,60) (4,13) (17,82) (0,87)
nvilidom total ~ 67/62 67/62 67/35 67/39 67/56 67/56 67/56 67/42 67/42 67/39
Acima do ponto de
7,35 1727,85 49,60 3,01 10,61 27,71 0,95
corte Média (DP) 1,13 (0,57) 1,74 (0,58) 4,00 (2,56)
(0,56) (2093,18) (37,24) (1,60) 4,13) (10,44) (0,64)
Efeito grupo p-valor 0,056 0,044 0,657 0,823 0,586 0,600 0,007 0,660 0,757 0,235
Efeito sexo p-valor 0,401 0,054 0,884 0,462 0,066 0,517 <0,001 0,026 0,008 0,179
Efeito de interacdo p-valor 0,800 0,662 0,109 0,111 0,272 0,669 0,678 0,583 0,661 0,917
Ft - 1,547 2,736 1,162 1,707 1,285 0,452 10,226 1,917 2,692 1,286
Eta parcial
- 0,022 0,038 0,032 0,037 0,020 0,007 0,138 0,036 0,050 0,027
quadrado *
Poder do teste - 0,405 0,657 0,305 0,438 0,340 0,140 0,998 0,488 0,646 0,338

DP, desvio padrio;
+ Parametros obtidos do Modelo linear geral /ANOVA de duas vias
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Médias marginais acido urico

grupo
— 00
-1,00

3,509

3,004

2,504

Médias marginais estimadas

2,00

1,509

sexo

Figura 1. Grafico de interacio obtido entre os fatores sexo (1=mulheres; 0= homens) e grupo (1=
Acima do ponto de corte para % GC; 2= Abaixo do ponto de corte) sobre a concentracao salivar
de acido vrico (eixo Y).

Na Figura 1, as linhas em verde e azul correspondem aos individuos que estdo acima e
abaixo do ponto de corte para gordura corporal, respectivamente. O grafico mostra que a
concentracdo de 4cido urico salivar estava aumentada no grupo com maior porcentagem de
gordura (verde) e nos adolescentes do sexo masculino (sexo ,00). O fato das linhas ndo se
cruzarem demonstra a auséncia de interacio entre os fatores grupo e sexo, ou seja, estes fatores
explicam a concentragdo de dcido urico salivar de forma independente.

O fator sexo teve efeito significativo sobre as concentracdes salivares de fésforo e uréia,
que foram menores entre as adolescentes do sexo feminino, embora com tamanho do efeito
pequeno (Eta parcial quadrado = 0,032 para fésforo e 0,045 para ureia) e poder do teste abaixo
de 80% em ambos os casos. Os graficos de interacdo obtidos para fésforo e ureia correspondem

as Figuras 2 e 3.
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Médias Marginais Estimadas de In_fosforo
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Figura 2. Grafico de interacio obtido entre os fatores sexo (1=mulheres; 0= homens) e
grupo (1= Acima do ponto de corte para % GC; 2= Abaixo do ponto de corte) sobre a
concentracio salivar de fosforo (eixo Y — In, transformacao logaritmica).

Médias marginais estimadas
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Figura 3. Grafico de interacao obtido entre os fatores sexo (1=mulheres; 0= homens) e
grupo (1= Acima do ponto de corte para % GC; 2= Abaixo do ponto de corte) sobre a
concentracao salivar de ureia (eixo Y — In, transformacao logaritmica).
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Nas Figuras 2 e 3 as linhas em verde e azul correspondem aos individuos que estdo acima
e abaixo do ponto de corte para gordura corporal, respectivamente. Os graficos mostram que as
concentracoes de fosforo e uréia salivares estavam aumentadas nos adolescentes do sexo
masculino (sexo ,00), mas ndo eram diferentes entre os grupos que estavam abaixo ou acima
do pornto de corte para gordura corporal. Também ndo houve interacdo entre os fatores grupo
e sexo, ou seja, estes fatores sdo independentes para a concentracdo de fésforo e uréia salivares.

Um modelo preditivo para a porcentagem de gordura (%GC) foi obtido pelo método
hierdrquico para predizer a porcentagem de gordura corporal tendo como varidveis explicativas
os parametros em estudo. Neste método, foram inseridas as varidveis em estudo e observadas
as mudancas nos parimetros do modelo (estatistica F e R?); observou-se que a adi¢do da
varidvel dcido tirico ao modelo que continha apenas a varidvel sexo mostrou uma mudanga em
R? de 0,47 para 0,53. O modelo final tem como varidveis explicativas o sexo e a concentra¢io
salivar de acido urico (Tabela 4):

9%GC = 12,53 +18,19%sexo feminino + 1,69*dcido tirico

(sexo feminino = 1)

Tabela 4. Modelo preditivo obtido pelo método hierarquico para estimacio da porcentagem de

gordura corporal (% GC)

Estatistica do modelo

B
% GC B T Sig F R?
IC (95%) Poder
(p-valor) ajustado
constante 12,532 (7,47-17,59) 4,942 -
37,546
Sexo feminino 18,194 (13,98-22,41) 8,616 0,000 0,511 0,841
(0,000)
Acido trico 1,690 (0,44-2,94) 2,690 0,009

Tolerancia = 0,831; VIF = 1,203

O modelo apresentou bom ajuste, como observado pelos parametros de tolerancia, VIF,
analise de residuos, poder do teste (84%) e R? ajustado de 0,511, o que equivale dizer que o
modelo explica 51% da varia¢ao na porcentagem de gordura. As Figuras 4 e 5 correspondem a
andlise de residuos do modelo preditivo ajustado. E possivel observar que os residuos seguem
uma distribui¢do normal, cumprindo uma das premissas do teste para obten¢do de um bom

modelo.
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Histograma
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Figura 4. Analise de residuos do modelo preditivo: histograma de residuos padronizados.
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Figura 5. Analise de residuos do modelo preditivo: grafico PP dos residuos padronizados.



Composicdo microbiologica salivar quanto a Streptococcus mutans e Bifidobacteria

A Tabela 5 sumariza os resultados encontrados na andlise microbioldgica salivar dos

grupos classificados como tendo eutrofia, sobrepeso e obesidade.

Tabela 5. Porcentagem de Streptococcus mutans e Bifidobacteria em relacao a carga
bacteriana total: modelo linear geral de trés vias

Grupos %Streptococcus % Bifidobacteria
mutans
Média (DP) Média (DP)
(n total — n vdlido) (n total — n vdlido)
Meninas eutrofia 2,79 (5,16) 3,97 (7,54)
(51-50) (51-51)
Meninos eutrofia 2,05 (4,62) 1,86 (5,44)
(69-67) (69-69)
Meninas sobrepeso >.11(10,79) 8,66 (30,04)
(26-25) (26-26)
Meninos sobrepeso 5,46 (12,43) 1,40 (2,77)
(30-29) (30-30)
Meninas obesidade 3,42 (4,85) 6,36 (17,76)
(18-17) (18-17)
Meninos obesidade 1,44 (2,30) 2,96 (5,34)
(19-19) (19-19)
Efeito grupo (p) 0,000 0,001
Efeito sexo (p) 0,194 0,955
Efeito gengivite (p) 0,398 0,762
Efeito grupo*sexo*gengivite (p) 0,594 0,863
F’ 0,285 0,147
Eta parcial quadrado ' 0,002 0,002
Poder do teste ' 0,083 0,072

T parametros da intera¢do grupo*sexo*gengivite - modelo linear geral de trés vias
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O efeito grupo foi significativo para a % S. mutans, com tamanho do efeito moderado e
poder do teste maior que 80% (F=11,993; Eta parcial quadrado= 0,14; poder do teste=0,995);
o pos teste de Bonferroni mostrou que houve diferenca entre os grupos eutrofia e sobrepeso e
eutrofia e obesidade (p<0,05) para a % S. mutans, com médias marginais menores para o grupo
eutrofia (Tabela 5).

A andlise dos graficos abaixo mostra que o grupo eutrofia (linha azul) apresentou uma
porcentagem de S. mutans menor que os grupos sobrepeso (linha verde) e obesidade (linha
amarela), tanto em individuos sem gengivite (Figura 6) e com gengivite (Figura 7). O fator sexo

ndo teve influéncia na % S. mutans.

Médias Marginais Estimadas de In_porcen_S.mutans
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5,004

-5,504

sexo

Figura 6. Grafico de interacio obtido entre os fatores sexo (1=mulheres; 0= homens) e
grupo (1= eutrofia; 2= sobrepeso; 3= obesidade) sobre a % S. mutans (eixo Y) em individuos sem
gengivite.
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Figura 7. Grafico de interacio obtido entre os fatores sexo (1=mulheres; 0= homens) e
grupo (1= eutrofia; 2= sobrepeso; 3= obesidade) sobre a % S. mutans (eixo Y) em individuos com
gengivite.

A Tabela 5 mostra que o efeito grupo também foi significativo para a % Bifidobacteria,
com tamanho do efeito pequeno mas poder do teste maior que 80% (F=7,467; eta parcial
quadrado=0,095; poder=0,938); o pds teste de Bonferroni também encontrou diferencas entre
os grupos eutrofia e sobrepeso e eutrofia e obesidade, com médias marginais menores para o
grupo eutrofia. Pela andlise grafica € possivel ver que o grupo eutrofia (linha azul) apresentou
uma porcentagem de Bifidobacteria menor que os grupos sobrepeso (linha verde) e obesidade
(linha amarela), tanto em individuos sem gengivite (Figura 8) e com gengivite (Figura 9). O

fator sexo ndo teve influéncia na % S. mutans.
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Figura 8. Grafico de interacio obtido entre os fatores sexo (1=mulheres; 0= homens) e
grupo (1= eutrofia; 2= sobrepeso; 3= obesidade) sobre a % Bifidobacteria (eixo Y) em individuos

Médias marginais estimadas

sem gengivite.
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Figura 9. Grafico de interacio obtido entre os fatores sexo (1=mulheres; 0= homens) e
grupo (1= eutrofia; 2= sobrepeso; 3= obesidade) sobre a % Bifidobacteria (eixo Y) em individuos

com gengivite.
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6. DISCUSSAO

Caracterizacdo da amostra quanto a composicdo corporal, saiide bucal e expressdo do fator
nuclear Kappa B em saliva

A Organizagio Mundial da Satide (WHO, 1995) sugeriu o uso do Indice de Massa
Corporal (IMC = peso/estatura2) para triagem de adolescentes com sobrepeso e obesidade por
ser bem correlacionado com a gordura corporal, ser de fécil obtengdo, ter referéncias para
comparacdes e ainda permitir uma continuidade do critério utilizado para avalia¢do de adultos
(Must et al., 1991). Porém, estabelecer um critério antropométrico universal para avaliacdo da
obesidade em adolescentes é muito mais complexo do que para outros grupos etirios por causa
da grande variacido no processo de crescimento e desenvolvimento durante a puberdade entre
os individuos e entre as populagdes (Pietrobelli et al., 1998; Dietz e Bellizzi, 1999). Na verdade,
o IMC ¢é um indice para aferir excesso de peso e nao de gordura corporal, por isso continua a
discussdo em torno da sua capacidade preditiva na identificagao de jovens com gordura corporal
elevada (Freedman et al., 2004). A impedancia bioelétrica tem sido uma alternativa atraente na
avaliacdo da composicio corporal pela possibilidade de se trabalhar com equipamento nao
invasivo, portdtil, de facil manuseio e, portanto, mais vidvel para estudos populacionais
(Houtkooper et al., 1996). Em adolescentes, a bioimpedancia apresentou maior exatidao do que
as dobras cutaneas (Schaefer et al., 1994) e uma boa conformidade na predi¢do de massa livre
de gordura e gordura corporal (Schaefer et al., 1994; Houtkooper et al., 1992; Wu et al., 1993)
sendo analisada a sua utilizacdo em outros estudos de validacdo do IMC em criangas e
adolescentes (Mei et al., 2002; Veiga et al., 2001; Reilly et al., 2000).

Neste estudo, os adolescentes foram classificados como tendo eutrofia, sobrepeso ou
obesidade com base no critério IMC para idade e sexo (WHO, 2007), assim como foi utilizada
a porcentagem de gordura avaliada por impedancia bioelétrica para comparar os grupos de
adolescentes que se posicionaram acima ou abaixo do ponto de corte, proposto para jovens
estudantes colombianos (Ramirez-Vélez et al., 2017). Em adolescentes, a impedancia
bioelétrica mostrou maior precisdo do que o uso de dobras cutdneas e uma boa acuricia na
predicao de massa livre de gordura e gordura corporal (Houtkooper et al., 1992; Wu et al., 1993;
Schaefer et al., 1994), sendo verificada a sua utilizagdo em estudos de validacdo do IMC em
criancas e adolescentes (Reilly et al., 2000; Veiga et al., 2001; Mei et al., 2002). Porém, a
proposi¢cao de pontos de corte e referéncias mais precisas para identificar adolescentes com
gordura corporal elevada continua sendo um desafio. Estudos observaram que entre meninos e

meninas com valores semelhantes de IMC, as meninas tiveram médias maiores de percentual
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de gordura corporal que meninos e, estes Ultimos, maior quantidade de massa livre de gordura
(Taylor et al., 2000; Lindsay et al., 2001; Veiga et al., 2001; Taylor et al., 2002).

A frequéncia de sangramento gengival e gengivite ndo diferiu entre os voluntarios
classificados como tendo eutrofia, sobrepeso e obesidade. De acordo com alguns autores (Saito
e Shimazaki 2007, Ylostalo et al., 2008), as evidéncias disponiveis naquele momento que
apoiavam a existéncia de um mecanismo biolégico comum — a inflamacao - entre o excesso de
peso e a doenga periodontal ndo sdo totalmente convincentes e sugeriram a existéncia de um
fator mediador deste processo: o estilo de vida, que pode relacionar-se a uma menor
preocupacio com a satde bucal e uma dieta pouco sauddvel adotada por estes individuos. Além
disso, a obesidade também se mostra associada a outros fatores de risco para a doenca
periodontal como, por exemplo, o consumo de carboidratos (Hujoel, 2009). Assim, a obesidade
pode ser um marcador de um comportamento arriscado para a doenga periodontal, ndo um fator
de risco (Hujoel 2009).

Modeer et al. (2010) investigaram um grupo de 104 criancas e adolescentes classificados
como tendo eutrofia ou obesidade, com idades entre 11 e 17 anos. Além de um pior
comportamento de higiene, individuos com obesidade apresentaram uma frequéncia
significativamente maior de bolsas periodontais e de locais com sangramento a sondagem em
relac@o aos controles, enquanto ndo houve diferenca no nimero de sextantes com sangramento
a sondagem entre os grupos estudados. Uma metandlise realizada em 2015 sugeriu que a
obesidade pode estar relacionada a alguns sinais de doencas periodontais em criancas €
adolescentes, particularmente no que diz respeito a inflamacdo gengival (Li et al., 2015).
Também, outra metandlise publicada em 2017 corroborou o estudo anterior, concluindo que as
evidéncias disponiveis sugeriam uma associacdo positiva entre a doenga periodontal e a
obesidade em criangas (Martens et al., 2017).

Em adultos, uma metandlise conduzida em 2010 afirmou existir associacdo positiva
coerente e um papel biologicamente plausivel para a obesidade no desenvolvimento da doenca
periodontal (Chaffee et al., 2010). Mas é importante enfatizar que poucos estudos prospectivos
foram realizados, em especial no Brasil. Conforme apontado por Winning e Linden (2017), este
tipo de estudo € necessdrio para saber se realmente existe uma relacdo de causalidade entre a
obesidade e a doenca periodontal. Estudos recentes (Pink et al., 2015; Pitchika et al., 2017)
citam alteracdes nos niveis plasmdticos da proteina C reativa, fibrinogénio e leucdcitos
circulantes como possiveis fatores em comum entre a periodontite e a obesidade, diabetes e

outras condi¢des inflamatdrias. Mas, como afirmado por outro estudo recente, mais estudos sao



52

necessarios para saber se de fato a obesidade exacerba o processo inflamatério gengival (Franks
& Atabaki-Pasdar, 2017).

O diagnéstico, progndstico e terapéutica da inflamag@o incluem a mensuragdo de
marcadores bioldgicos (biomarcadores) em espécimes bioldgicos; varios espécimes podem ser
estudados, como o sangue, urina, saliva, cabelo e fezes. A dosagem plasmaética ou sérica € a
prética padrdo atual para o diagndstico clinico; entretanto, novos meios diagndsticos como a
saliva e urina tém se tornado atraentes e cada vez mais populares por suas naturezas nao
invasivas (Prasad et al., 2016). Os principais marcadores inflamatoérios incluem o fator de
necrose tumoral, interleucinas IL1, IL6 e IL8, proteina C reativa, entre outros, os quais sao
regulados pelo fator nuclear Kappa B e podem ser quantificados em saliva. Enquanto alguns
testes diagnosticos em saliva ja estdo bem estabelecidos, outros ainda estdo nas fases iniciais
do seu desenvolvimento e requerem mais estudos para se determinar sua viabilidade e utilidade
na pratica clinica (Desai et al., 2014).

O fator NF-KB € expresso em muitos tipos celulares e, quando ndo estimulado, encontra-
se no citoplasma ligado a uma proteina inibitoria; este complexo impede a translocagdo do NF-
KB para o ntcleo e a fosforilagdo e degradacdo do IkB sdo necessdrias para que ocorra a
translocacdo, que ocorre com um estimulo celular (por ex., lipopolissacarideos, citocinas pro-
inflamatdrias e infecgdo viral). Este € o primeiro estudo que buscou quantificar o fator nuclear
NF-KB em saliva e os resultados mostraram um ndmero reduzido de amostras em que foi
possivel dosar a expressdo deste fator de transcri¢do, provavelmente advindo de células da
mucosa oral, do ligamento periodontal e glandulas salivares. A expressdo de B actina foi
observada em todas as amostras salivares, validando a técnica. Cada glandula salivar é
altamente permedvel e envolvida por capilares, permitindo a troca de moléculas entre o sangue
e as células acinares, embora 0os mecanismos pelos quais muitos dos biomarcadores chegam a

saliva sdo ainda obscuros e mais estudos sao necessarios (Yoshizawa et al., 2013).

Avaliagao fisicoquimica salivar e obtencdo de modelo preditivo para porcentagem de gordura

A produgdo de saliva € um processo complexo que envolve um controle autondémico
(simpdtico e parassimpdtico) e a regulacdo enddcrino/pardcrina. Este controle € vital para a
manutencdo dos tecidos intraorais, pois alteracdes na quantidade e na qualidade dos fluidos
orais sdo deletérias para a satde bucal (Yoshizawa et al., 2013). O presente estudo observou
que o fluxo salivar estimulado foi menor no grupo de adolescentes que estava acima do ponto

de corte para a porcentagem de gordura, embora com tamanho de efeito pequeno e pouco
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significado clinico, ja que os valores encontrados se situam dentro da faixa considerada como
normal. A diminuicdo do fluxo salivar em criangas com excesso de peso pode ser explicada
devido ao descontrole metabdlico no qual a desidratagdo aumenta os gradientes osméticos dos
vasos sanguineos em relacdo as glandulas salivares, limitando a secre¢do de saliva. Uma taxa
de fluxo salivar reduzida em pacientes obesos adultos pode também estar relacionada a efeitos
colaterais de varios medicamentos utilizados para tratar doengas concomitantes a obesidade
(Fenoll-Palomares et al., 2004).

Estudos prévios encontraram uma forte correlagao entre o acido trico sérico e o salivar
(Nunes et al., 2011; Soukup et al. 2012; Zhao et al., 2015), possibilitando o uso do acido urico
como um biomarcador promissor no estudo da obesidade e na identifica¢ao do risco de doengas
cronicas e metabolicas. O 4cido trico é um composto organico, produzido endogenamente no
figado sendo o principal antioxidante hidrofilico do organismo que, dessa forma, inibe a acao
de radicais livres sobre moléculas organicas. No entanto, altos niveis de dcido urico podem ser
causados pela ingestdo de grandes quantidades de acucar, jejum, perda répida de peso ou
reducdo na fungdo excretora renal e seu aumento cronico estd associado ao risco de doengas
cronicas ndo transmissiveis (Tsouli et al., 2006). Ter, ao mesmo tempo, alto indice de
adiposidade e altos niveis de 4cido Urico em jovens estd associado a sindrome metabdlica em
criancgas e adolescentes (Ford et al., 2007; Tailor et al., 2010).

Este trabalho € o primeiro a propor um modelo preditivo para porcentagem de gordura de
acordo com a concentragdo de 4cido urico e sexo em adolescentes brasileiros, que explica 51%
da variacdo na porcentagem de gordura da amostra estudada. Apenas um estudo recente fez
abordagem semelhante em criancas (Martinez et al., 2017), o qual utilizou um modelo de
equagdes estruturais para avaliar a concentragao salivar de 4cido drico a partir de uma amostra
de individuos de origem mexicana (n=65), com idades entre 2 meses e 18 anos. Corroborando
os resultados do presente estudo, Martinez et al. (2017) encontraram uma relagao positiva entre
maior quantidade de massa corporal e 4cido drico salivar, particularmente entre meninas e
mulheres; similarmente ao 4cido trico sérico, os niveis salivares parecem aumentar entre a
adolescéncia e a fase adulta para ambos os sexos, mas seus niveis sdo mais altos em homens na
fase adulta. No presente estudo, o efeito do sexo também foi observado entre os adolescentes
incluidos, cujas idades variaram entre 14 e 17 anos, corroborando estudos anteriores que
mostraram o efeito de andrégenos sobre o acido urico sérico (Garbagnati e Boschetti, 1994;
Garbagnati, 1996). Ainda de acordo com dois estudos prévios (Soukup et al. 2012; Martinez et

al., 2016), a variancia nos niveis de 4cido urico salivar parece ndo depender do fluxo de saliva
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e estes achados mostram a significancia clinica do uso deste marcador nos estudos relacionados
a obesidade, sindrome metabdlica e doencas cardiovasculares, mesmo em individuos jovens.

Os achados do presente estudo também estdo de acordo com Choromanska et al. (2015),
0s quais observaram que o dcido drico salivar estava aumentado em pessoas com obesidade e
que o mesmo poderia fornecer um indice til do risco cardiometabdlico. Outro estudo também
mostrou que a concentracao de acido trico foi significativamente maior em pacientes com
sindrome metabdlica, com diferengas com relacio ao sexo. A relacdo entre a concentracao de
acido urico salivar e sindrome metabdlica foi mais forte nas mulheres do que nos homens e
também foi observada uma correlacdo entre o 4cido urico sérico e salivar, pressdo arterial
sistélica e diastdlica, circunferéncia da cintura, IMC, glicemia, triglicerideos, lipoproteinas de
alta densidade e o numero de fatores de risco cardiometabdlicos (Soukup et al. 2012).

A vitamina D e seus metabdlitos t€ém grande importancia para a satide e bem-estar devido
ao seu papel na homeostase do célcio e no metabolismo 6sseo, sendo que a determinagdo do
seu status pode ser realizada por cromatografia liquida, imunoensaio, espectrometria de massa,
entre outras técnicas. De acordo com uma metandlise, a prevaléncia da deficiéncia de vitamina
D € 35% maior em individuos com obesidade quando comparados aos individuos com eutrofia,
e 24% maior naqueles com sobrepeso, independentemente da idade (Pereira-Santos et al.,
2015). Os resultados do presente estudo ndo encontraram diferenca nos niveis de 25-
hydroxivitamina D2 e 25-hydroxivitamina D3 dosados em saliva entre os grupos eutrofia,
sobrepeso e obesidade, o que pode ser devido ao limite de detec¢do do método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia, que foi de 0,5 ng/ml, considerando que a amostra foi concentrada 5
vezes para quantificacdo. Um estudo afirmou existir uma relacao linear positiva entre o nivel
sérico 25-(OH)-D3, que € convencionalmente usado como meio de avaliacdo do estado da
vitamina D e o nivel salivar de 25-(OH)-D3, porém utilizou método cromatografia liquida
sensivel de eletro-pulverizacdo - método de espectrometria de massa, considerados
metodologias mais sensiveis (Higashi et al., 2008) O método do estudo de Higashi et al. (2008)
também permitiu a detec¢do do aumento do nivel salivar de 25-(OH)-D3 apds a suplementagao
de vitamina D3.

Também ndo foi observada diferenca nos niveis salivares de colesterol e 6xido de
colesterol entre os grupos. Estudos prévios que utilizaram diferentes metodologias para
dosagem afirmaram existir uma correlagdo entre os niveis séricos e salivares de marcadores do
perfil lipidico, podendo este fluido corporal refletir o estado fisiolégico do corpo, incluindo
variacOes metabolicas (Karjalainen et al., 1997; Singh et al., 2014; De Giuseppe et al., 2015;
Al-Rawi e Shahid, 2017). O estudo de De Giuseppe et al. (2015) avaliou a composicao salivar
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e sérica de lipoproteinas de baixa densidade oxidadas, que constituem um fator de risco
cardiovascular, encontrando correlacdo significativa entre as concentragdes desses dois fluidos
corporais, as quais também foram superiores em individuos com sobrepeso e obesidade. A
concentracdo de parametros lipidicos encontrada em saliva foi consistentemente inferior a
sérica em dois estudos encontrados (Singh et al., 2014; De Giuseppe et al., 2015), levando
muitas vezes a perda de sensibilidade da técnica, o que pode ter ocorrido na técnica utilizada
no presente estudo justificando, assim, o fato de ndo ter sido encontrada diferenca nos
parametros avaliados do perfil lipidico entre os grupos com diferentes composicdes corporais.
Ha que se considerar também, tanto para os resultados encontrados para a vitamina D2 e D3 e
para o colesterol salivares, que este se trata de um estudo que envolveu individuos jovens de 14
a 17 anos, enquanto os estudos citados incluiram adultos que tinham ndo s6 excesso de peso,
mas, também, comorbidades.

As concentracdes de fosforo, cdlcio e ureia analisadas em saliva ndo apresentaram
diferencas significativas relacionadas a obesidade; porém, as concentragcdes de fosforo e ureia
mostraram-se dependentes do sexo e foram maiores entre adolescentes do sexo masculino. Estes
achados concordam com o estudo de Campos et al. (2014) que avaliaram as concentracdes
desses analitos em criancas com sobrepeso e obesidade, utilizando a mesma metodologia, e ndao
eoncontraram diferencas significativas. Um estudo realizado em 2017 também nio encontrou
diferenca na concentracdo de ureia em soro de adolescentes com excesso de peso (Ghomari-
Boukhatem et al., 2017).

A ureia salivar é um indicador da sintese protéica nas células acinares; € um componente
organico normal da saliva que causa uma rapida elevac¢io no pH do biofilme dentério e, quando
sua concentracao estd elevada na saliva, pode indicar uma alteracdo sist€mica, principalmente
em individuos idosos (Pajukoski et al., 1997). Por fim, devido a alta variabilidade nos
parametros avaliados neste estudo entre individuos com sobrepeso e obesidade, além das
diferencas inerentes ao sexo como a porcentagem de gordura, por exemplo, vé-se a necessidade
de uma abordagem abrangente do individuo na prética clinica, afim de identificar corretamente

os desvios e estabelecer programas preventivos e terapéuticos adequados.

Composicdo microbiologica salivar em termos de S. mutans e Bifidobacteria

Segundo Palacios et al. (2009), a sacarose consumida vdérias vezes ao dia em pequenas
quantidades pode aumentar os niveis salivares de S. mutans. No presente estudo e considerando
os fatores sexo e presenga de gengivite, 0 grupo eutrofico apresentou uma menor porcentagem

de S. mutans em relacdo aos outros dois grupos (sobrepeso e obesidade). Estudos prévios
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associaram a ingestdo de alimentos acucarados e o IMC com diferengas na contagem de
microrganismos cariogénicos (Barkeling et al., 2001; Barkeling et al., 2002; Nigro et al., 2015).
Por outro lado, no estudo de Tong et al. (2014), criancas com obesidade ndo mostraram
diferengas significativas de Streptococcus mutans e contagem de unidades formadoras de
lactobacilos salivares em compara¢do com criangas com peso normal.

Entretanto, alguns pontos devem ser ponderados. O risco de carie dentdria aumentaria na
presenca de altos niveis de S. mutans no biofilme dentdrio associada a frequéncia de consumo
de actcar, principalmente quando o agicar € mantido na boca por longos periodos (Karjalainen
et al., 2015). Ainda, Vagstrand et al. (2007), em uma revisao, ressaltaram que devido a muitos
fatores confundidores a contagem de bactérias ndo deve ser usada de forma isolada como uma
medida precisa da ingestdo de agucar. Um estudo conduzido por Goodson et al., em 2017, ap6ia
a idéia de que o aumento das concentragdes de glicose salivar pode ser a principal causa de
alteracdes no microbioma oral.

Estudos recentes tém afirmado que a microbiota intestinal € um importante regulador do
peso corporal e as espécies de Bifidobacterium melhorariam o estado metabdlico. Neste sentido,
os probiodticos t€m sido usados com objetivo de modular a microbiota intestinal; probidticos
s30 microrganismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas conferem
beneficios a saide, melhorando a barreira imunolégica do intestino e diminuindo a produgao
de citocinas pré-inflamatdrias associadas a alergia sistémica ou local (Inoue e Shimojo, 2015).
A maioria dos probidticos sdo compostos por Lactobacillus e Bifidobacterium. Embora nao
tivessem sido descobertos patdgenos gastrointestinais especificos que induzissem a obesidade
ou diabetes em camundongos, estas condi¢des estiveram associadas a reducdo da abundancia
de Bifidobacteria intestinal em estudos prévios (Cani et al., 2007; Kondo et al., 2010).

Um estudo que propds que o diabetes mellitus e obesidade estariam relacionadas as
caracteristicas especificas da microflora da boca e do trato gastrointestinal inferior utilizou
amostras orais, fecais e plasmadticas para avaliar a microflora de pacientes submetidos a
gastroplastia (Shillitoe et al., 2012). Os autores observaram que antes da cirurgia os pacientes
obesos com diabetes mellitus tipo 2 apresentaram uma carga bacteriana total levemente superior
a daqueles que ndo tinham diabetes e aqueles com niveis de hemoglobina glicada >6,5%
apresentaram niveis bastante baixos de Bifidobacteria na boca e nas fezes. Duas semanas ap6s
a cirurgia, os pacientes com diabetes melittus tipo 2 foram capazes de reduzir ou interromper
seus medicamentos hipoglicémicos; os niveis de Bifidobactérias orais aumentaram 10 vezes
enquanto os niveis TNFo diminuiram (Shillitoe et al., 2012). Os autores destacaram ainda que

os niveis de Bifidobacteria na boca pareciam refletir aqueles no trato gastrointestinal inferior.
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Em contrapartida, no presente estudo o grupo com eutrofia apresentou uma menor
porcentagem de Bifidobacteria em relacdo a carga bacteriana total salivar quando comparado
aos outros dois grupos de adolescentes (sobrepeso e obesidade). Mais estudos que tenham
avaliado a composi¢ao salivar em termos de Bifidobacteria nao foram encontrados.

No estudo de Gao et al. (2015), criancas com obesidade apresentaram uma menor razao
BifidobacterialE. coli intestinal em comparacdo com criancas sem obesidade; este achado,
juntamente com os achados de Kalliomiki et al. (2008), sugerem que a obesidade em criangas
pode estar associada ao desequilibrio na microbiota intestinal.

Por outro lado, o estudo de Yin et al. (2010) mostrou que a suplementacdo da dieta com
diferentes cepas de Bifidobacteria em um modelo experimental levou a diferentes respostas do
metabolismo energético (glicémico e lipidico), com ganho ou perda de peso corporal. Ainda,
Santacruz et al. (2009) conduziram um estudo da influéncia de um programa de perda de peso
na microbiota intestinal de adolescentes com idades entre 13 e 15 anos; o grupo com maior
perda de peso apresentou niveis menores de Bifidobacterium quando comparado ao grupo que
perdeu menos peso apds a intervengao.

Dada a complexa relacdo que cada espécie bacteriana tem entre si e entre diferentes
compartimentos do corpo (boca e intestino, por exemplo), vé-se a importancia de aprofundar o

entendimento desta interagdo, em especial em uma condi¢ao multifatorial como a obesidade.



58

7. CONCLUSAO

A frequéncia de sangramento gengival e gengivite ndo diferiu entre os adolescentes
classificados como eutrofia, sobrepeso e obesidade.

Nao houve diferenca entre os grupos para os parametros bioquimicos 25-
hidroxivitamina D2 e D3, colesterol, 7-cetocolesterol, fosforo, calcio e a ureia. Entretanto, o
dcido drico salivar mostrou ser um importante marcador do acimulo de gordura corporal e um
modelo preditivo para porcentagem de gordura corporal de acordo com a concentragdo de dcido
urico salivar e o sexo foi proposto.

O grupo de adolescentes com eutrofia apresentou menor porcentagem de Streptococcus
mutans € Bifidobacteria em relacdo a carga bacteriana total salivar quando comparado com os
outros dois grupos (sobrepeso e obesidade), considerando os fatores sexo e presenca de

gengivite.
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